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DESARROLLO Y CARACTERIZACIÓN DE MODELOS 
HUMANIZADOS DE SÍNDROME DE NETHERTON PARA LA 
EVALUACIÓN PRECLÍNICA DE NUEVOS ABORDAJES 
TERAPÉUTICOS 
 
El Síndrome de Netherton (SN) es un trastorno autosómico recesivo que presenta 
una prevalencia aproximada de 1 de cada 200.000 nacimientos. Los recién nacidos que 
padecen SN exhiben eritrodermia ictiosiforme congénita generalizada, asociada a una 
alteración grave de la barrera epidérmica que en algunos casos es mortal, un defecto 
estructural del pelo denominado trichorrhexis invaginata o pelo de bambú y 
manifestaciones atópicas de piel. Otras manifestaciones clínicas son retraso del crecimiento, 
asma, alergias alimentarias y niveles séricos elevados de IgE. Aunque el SN tiene una tasa 
de mortalidad del 20% durante el primer año de vida, los síntomas pueden mejorar con la 
edad y generalmente los pacientes acaban desarrollando una condición más leve 
denominada ictiosis lineal circunfleja. 
 
El SN es causado por mutaciones en el gen SPINK5 (Serine Protease Inhibitor Kazal-
type 5) que codifica para LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal-Type-related Inhibitor), un 
inhibidor de serina proteasas expresado en la epidermis y otros epitelios estratificados. Se 
ha descrito que LEKTI inhibe varias proteasas que incluyen miembros de la familia de 
peptidasas relacionadas con la calicreína (KLKs), principalmente KLK5, KLK7 y KLK14. A 
su vez, la actividad desregulada de KLK5, y posiblemente también de KLK7, se considera 
una causa importante en la patología de SN.  
 
En la epidermis de los pacientes de SN, KLK5 inicia una cascada proteolítica por 
activación de KLK7 y KLK14 que conduce a la degradación de las proteínas 
corneodesmosomales desmogleina-1 (DSG1), desmocolina-1 (DSC1) y corneodesmosina 
(CDSN), provocando un desprendimiento prematuro del estrato córneo (SC) que contribuye 
de forma adicional a agravar los defectos de la barrera cutánea. KLK5 y KLK14 también 
son responsables de estimular señales proinflamatorias y proalérgicas a través de la 
activación de PAR2 (Proteinase-Activated Receptor 2), y KLK5 y KLK7 participan en la 
maduración de péptidos antimicrobianos de la familia de las catelicidinas. Por lo tanto, 
LEKTI coordina varios eventos proteolíticos importantes en la fisiología epidérmica y su 
ausencia provoca la desregulación de múltiples vías en el SN. 
 
El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo y caracterización de 
diferentes modelos para el SN, tanto organotípicos in vitro como modelos humanizados en 
piel in vivo, con el objeto de profundizar en el conocimiento de las bases patológicas de la 
enfermedad. Además, estos modelos constituyeron una herramienta de gran valor para el 
desarrollo y validación de distintas aproximaciones terapéuticas para la reversión del 
fenotipo cutáneo. 
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Para el desarrollo de los modelos humanizados se obtuvieron queratinocitos y 
fibroblastos a partir de una pequeña biopsia de piel, que fueron ensamblados tras su 
expansión en un equivalente cutáneo mediante bioingeniería de tejidos, y posteriormente 
trasplantados a ratones inmunodeficientes. Uno de los modelos se generó a partir de una 
biopsia de piel de paciente de SN, y el otro a partir de una biopsia procedente de donante 
sano, donde los queratinocitos fueron modificados mediante técnicas de edición génica 
utilizando el sistema de nucleasas CRISPR/Cas9 para la eliminación funcional de SPNK5. 
A partir de las mismas células, queratinocitos y fibroblastos, se desarrollaron modelos 
equivalentes de cultivos organotípicos in vitro. 
 
La caracterización de los diferentes modelos generados determinó que, en conjunto, 
reproducen las principales características histopatológicas de la enfermedad y corroboran 
las bases moleculares implicadas en las manifestaciones clínicas presentes en esta 
genodermatosis.  
 
Además, se testó una estrategia terapéutica para la recuperación de expresión de 
SPINK5 mediante terapia génica, demostrando que al restaurar la expresión de la proteína 
LEKTI en epidermis se recupera el fenotipo normal de la piel. De forma similar, estos 
nuevos modelos experimentales sirvieron para validar la eficacia de otra aproximación 
terapéutica basada en la aplicación tópica del inhibidor de proteasas SFTI-I10H (Sunflower 
Trypsin Inhibitor). 
 
La utilización conjunta de la bioingeniería de tejidos y la edición génica ofrece 
múltiples posibilidades para evaluar la contribución de determinados factores y vías de 
señalización a la patogénesis de la enfermedad, como es el caso de LEKTI y las rutas 
proteolíticas y pro-inflamatorias iniciadas por las KLKs. Por otro lado, supone una 
herramienta sumamente útil como plataforma para testar la eficacia de nuevos fármacos en 
un contexto humanizado. 
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF 
HUMANIZED MODELS OF NETHERTON SYNDROME TO THE 
PRECLINICAL EVALUATION OF NEW THERAPEUTIC 
APPROACHES 
 
Netherton syndrome (NS) is an autosomal recessive disorder with an incidence of 1 
out of 200.000 births. Newborns suffering from NS exhibit generalized congenital 
ichthyosiform erythroderma, resulting in severe disruption of epidermal barrier, which is 
severe and lethal in some cases, a structural hair defect called trichorrhexis invaginata or 
bamboo hair, and atopic manifestations. Other clinical manifestations include growth 
retardation, asthma, food allergies and elevated serum levels of IgE. Although NS has a 
mortality rate of 20% in the first year of life, symptoms may improve with age and 
gradually evolves into a milder condition known as ichthyosis linearis circumflexa. 
 
NS is caused by mutations in the SPINK5 gene (Serine Protease Inhibitor Kazal-type 
5) that codes for LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal-Type-related Inhibitor), a serine 
protease inhibitor expressed in the epidermis and other stratified epithelia. It has been 
previously reported that LEKTI inhibits several proteases including members of the 
kallikrein-related peptidase family (KLKs), such as KLK5, KLK7 and KLK14. 
Furthermore, unregulated activity of KLK5, and possibly also KLK7, is considered a major 
source of pathology in NS.  
 
KLK5 initiates a proteolytic cascade in the epidermis by activation of KLK7 and 
KLK14, that leads to degradation of corneodesmosomal proteins desmoglein1 (DSG1), 
desmocollin1 (DSC1), and corneodesmosin (CDSN) resulting in a premature detachment of 
the stratum corneum (SC) which may additionally contribute to aggravate the skin barrier 
defect. KLK5 and KLK14 are also able to stimulate proinflammatory and proallergic 
signals through activation of PAR2 (Proteinase-Activated Receptor 2), and KLK5 and KLK7 
are involved in the processing of cathelicidin antimicrobial peptides. Therefore, LEKTI 
coordinates several important proteolytic events in epidermal physiology and its absence 
causes dysregulation of multiple pathways in NS. 
 
The main objective of this doctoral thesis was the development and characterization of 
different models for NS, both in vitro (organotypic) and skin humanized models in vivo, in 
order to deep in the knowledge of the pathological basis of disease. In addition, these 
models constituted valuable tools for the development and validation of different 
therapeutic approaches for the reversion of the cutaneous phenotype. 
 
For the development of the humanized models, keratinocytes and fibroblasts obtained 
from a small skin biopsy were expanded in culture and assembled in a skin equivalent by 
tissue bioengineering, and subsequently grafted into immunodeficient mice. One of these 
models was generated from a NS skin biopsy, while the other was obtained by gene editing 
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of keratinocytes from a healthy donor by using the CRISPR/Cas9 nuclease system, to 
eliminate SPNK5 exon-1 gene. Using same keratinocytes and fibroblasts, in vitro 
organotypic cultures were also developed. 
 
The complete characterization of different models determined that they reproduce the 
main histopathological characteristics of the disease and corroborate the molecular bases 
involved in the clinical manifestations of NS.  
 
In addition, a gene therapy-based therapeutic strategy for the recovery of SPINK5 
expression was tested, demonstrating that restoring LEKTI epidermal expression resulted 
in phenotypic correction. In addition, these novel experimental models served to validate 
the efficacy of a therapeutic approach based on topical application of the protease inhibitor 
SFTI-I10H (Sunflower Trypsin Inhibitor). 
 
The use of tissue engineering together with gene editing strategies offers a range of 
possibilities to evaluate the contribution of certain factors, such as LEKTI, and the 
proteolytic and pro-inflammatory pathways initiated by KLKs, to the pathogenesis of the 
disease. Moreover, these models constitute valuable tools for testing the efficacy of new 
compounds in a humanized context. 
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1. LA PIEL 
La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano, representando entre el 15% y el 
20% de la masa corporal y un área de aproximadamente 2m2 en el adulto. Constituye un 
órgano altamente especializado con una gran capacidad de regeneración, y es la principal 
barrera física entre el organismo y el medio externo, protegiéndolo frente a los factores 
externos nocivos y manteniendo los sistemas internos intactos. Además, desarrolla un papel 
inmunológico y metabólico fundamental y realiza otras funciones importantes, tales como la 
protección contra la pérdida de agua, la regulación térmica y la comunicación sensorial 1, 2, 3. 
 
 
1.1. Estructura de la piel 
La piel está formada por la epidermis (capa más externa), la dermis subyacente (con 
los anexos cutáneos) y el panículo adiposo subcutáneo (hipodermis). Bajo la hipodermis se 
encuentra una delgada capa de músculo estriado, llamado panículo carnoso o fascia 
muscular, que separa la piel del resto del cuerpo 1, 3, 4.  
 
 
 
Figura 1. Anatomía de la piel. 
Se muestra la epidermis, la dermis y la hipodermis, junto con los anexos de la piel. Modificado de Moore y 
cols. 2018 5. 
 
 
La epidermis es un epitelio de origen ectodérmico con una gran capacidad de 
regeneración, propiedad esencial para la función de protección que realiza. Tiene una media 
de 1 mm de espesor, aunque es mucho más gruesa en las palmas de las manos y en las 
plantas de los pies (5 mm), y más delgada en los párpados (0,4 mm). 
 
Aunque el tipo celular principal y más numeroso de la epidermis es el queratinocito 
(más del 90%), hay otros tipos de células, tales como melanocitos, células de Langerhans y 
células de Merkel. Los melanocitos son células que derivan de la cresta neural y se localizan 
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en el estrato basal. Su función principal es la síntesis de la melanina, responsable de la 
pigmentación de la piel y con capacidad de absorber la radiación y los radicales libres 
generados por la luz ultravioleta 6. Las células de Langerhans son un tipo de células 
dendríticas que se originan en la médula ósea y posteriormente migran a la piel, donde se 
distribuyen entre los queratinocitos de la epidermis, y en menor cantidad entre los 
fibroblastos de la dermis, cumpliendo funciones inmunológicas 7. Por último, las células de 
Merkel derivan de la cresta neural y se localizan en el estrato basal, donde desempeñan 
una función sensorial 8. 
 
Histológicamente, la epidermis es un epitelio estratificado y queratinizado en el que 
los queratinocitos están dispuestos de manera ordenada en función de su grado de 
diferenciación, distinguiéndose cuatro capas: estrato basal, espinoso, granuloso y córneo 4, 9. 
El estrato basal (SB) es la capa inferior de la epidermis. Se compone de células 
columnares bajas o cúbicas que forman una sola capa, separada de la dermis por una 
membrana basal. Dentro de esta capa se encuentra una subpoblación de células madre 
epiteliales, queratinocitos con un alto potencial proliferativo y responsables de la 
renovación continua de la epidermis 10, 11. 
El estrato espinoso (SE) se compone de varias capas de células que tienen una 
morfología más variada (poliédrica) y uniones intercelulares del tipo desmosomas, que 
contribuyen a una mayor adherencia entre las células y una mayor integridad del tejido 
para la función barrera de la epidermis. Las células en este estrato, aunque no han perdido 
completamente la capacidad mitótica, normalmente no se dividen y exhiben una elevada 
actividad metabólica 12. En la capa más superficial de este estrato se sintetiza una 
transglutaminasa dependiente de Ca2+, responsable de la cornificación. 
El estrato granuloso (SG) está formado por elementos celulares planos que no 
tienen la capacidad de dividirse y se destinan exclusivamente a la síntesis de proteínas 
estructurales. Su aspecto es debido a la presencia de gránulos intracelulares de 
queratohialina  y gránulos lamelares o cuerpos de Odland, cuyo contenido lipídico se libera 
en los espacios intercelulares, contribuyendo así a reforzar la función barrera de la 
epidermis y la impermeabilización del tejido 13, 14, 15. 
 
Por último, el estrato córneo (SC) es el responsable final de la función protectora de 
la epidermis. Se compone de corneocitos, células muertas sin núcleo ni orgánulos, 
aplanadas y queratinizadas, con forma de escama y diferenciación terminal, unidas entre sí 
por corneodesmosomas y embebidas en una matriz lipídica 16, 17, 18, 19. Las funciones de 
protección del SC dependen de varios componentes: corneocitos y corneodesmosomas que 
proporcionan el armazón para la integridad estructural, la cohesión y la resistencia 
mecánica; lípidos lamelares entre los corneocitos, esenciales para la permeabilidad de la 
barrera y la prevención de la pérdida de agua transepidérmica; péptidos antimicrobianos 
(AMPs) que presentan actividad antimicrobiana frente a distintos patógenos en la 
superficie de la piel y proteasas e inhibidores de proteasas que regulan la descamación 20. 
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Figura 2. Estructura de la epidermis. 
Se diferencian las capas en las que se disponen los queratinocitos en función de su grado de 
diferenciación: estrato basal, espinoso, granuloso y córneo. Modificado de McKelvey y cols. 2014 21. 
 
 
La dermis es un tejido conectivo de origen mesodérmico que constituye el verdadero 
soporte de la piel ya que proporciona la vascularización y la inervación a la epidermis. 
Consiste en un sistema complejo de fibras entrelazadas compuesto por distintos tipos 
celulares, destacando los fibroblastos, de origen mesenquimal. En la dermis también se 
localizan los anexos cutáneos (córneos: pelos y uñas; y glandulares: glándulas sebáceas y 
glándulas sudoríparas), los vasos sanguíneos que irrigan la piel, las terminaciones 
nerviosas y los receptores sensoriales 4. También incluye diferentes células del sistema 
inmune (linfocitos, macrófagos, eosinófilos, células dendríticas y mastocitos), presentes en 
número variable dependiendo de las condiciones de la piel, incrementando por ejemplo 
cuando se presenta inflamación o daño. 
 
Los fibroblastos dérmicos son los responsables de producir el colágeno y las fibras 
elásticas. Los tipos de fibras que constituyen el armazón de la dermis, y son responsables de 
la flexibilidad y elasticidad de la piel, son el colágeno, la elastina y la reticulina. Las fibras 
de colágeno son fundamentalmente de tipo I y constituyen el principal componente de la 
dermis. Las fibras de elastina, aunque más escasas que las anteriores, son responsables de 
la elasticidad de la piel. Finalmente, las fibras de reticulina son muy escasas y están 
dispuestas alrededor de los anexos cutáneos y los vasos sanguíneos 1, 22. 
 
La hipodermis es la capa más profunda de la piel y está compuesta de tejido 
conectivo laxo. Sus fibras elásticas y de colágeno se conectan directamente con las fibras de 
la dermis y se distribuyen principalmente en paralelo a la superficie de la piel. 
Dependiendo de la región del cuerpo y el estado nutricional del individuo, se desarrolla un 
número variable de células adiposas (adipocitos) en la capa subcutánea. La grasa forma un 
tejido metabólico muy activo que también protege el organismo, proporcionando 
amortiguación y aislamiento térmico 4. 
         INTRODUCCIÓN 
 
 26 
 
1.2. Dinámica celular en la piel 
1.2.1 Queratinización 
El intervalo de tiempo necesario para que un queratinocito migre desde el SB hasta 
la capa más superficial del SC, donde se descama, es aproximadamente de cuatro a seis 
semanas. Durante este tiempo, la célula sufre una serie de etapas de maduración o 
diferenciación, que culmina con la cornificación o queratinización.  
 
Los cambios ultraestructurales de los desmosomas, gránulos lamelares y envueltas 
celulares cornificadas durante la diferenciación terminal de la epidermis fueron 
originalmente descritos por Raknerud y cols. 23. Durante este proceso, el espacio 
intracelular se reorganiza completamente, ya que los orgánulos se degradan y la red de 
filamentos intermedios se condensa en macrofibrillas densas de queratina. Además, la 
membrana celular se fortalece mediante la formación de la envoltura córnea, las uniones 
celulares se refuerzan mediante la inserción de nuevos componentes en el complejo 
desmosomal, y los lípidos precursores se secretan por los cuerpos lamelares, se procesan y 
se alinean para formar una matriz altamente impermeable. Estos cambios  transforman  
las células  en subunidades  elásticas que forman  una matriz  celular resistente e 
impermeable 24. 
 
Además, las células se someten a cambios bioquímicos mediante la síntesis 
secuencial de diferentes proteínas y enzimas que caracterizan la etapa de diferenciación en 
la que se encuentran, y por lo tanto su localización en un estrato determinado 25, 26. Entre 
ellas destacan las queratinas, proteínas que constituyen los filamentos intermedios del 
citoesqueleto de las células epiteliales y cuya expresión génica está perfectamente regulada 
de acuerdo con el grado de diferenciación celular.  
 
En el caso de epitelios estratificados, como el epitelio cutáneo, las queratinas se 
expresan en pares característicos dependiendo del grado de diferenciación 27. Así, en el SB 
de la epidermis, se expresa la pareja formada por las queratinas K5 y K14. Durante el 
proceso de diferenciación los queratinocitos pierden su capacidad proliferativa y migran 
desde el SB al SE, donde la expresión de las queratinas K5 y K14 es sustituida por la de las 
queratinas K1 y K10 (marcadores tempranos de diferenciación) 28, 29. En situaciones de 
hiperproliferación epidérmica se induce la expresión de las queratinas K6 y K16 en las 
capas suprabasales de la epidermis, como ocurre por ejemplo en los procesos de reparación 
de heridas, en el desarrollo de tumores o en enfermedades inflamatorias de piel como la 
psoriasis 30. En el SG cesa la síntesis de queratinas y se inicia la producción de otras 
proteínas, como la filagrina y la loricrina, consideradas como marcadores de diferenciación 
tardía 31, 32.  
 
Además de los genes que codifican para las queratinas, hay otros genes sujetos a 
regulación durante la diferenciación que se utilizan como marcadores epiteliales, tales como 
la transglutaminasa (enzima catalítica expresada en el SG) o la involucrina (precursor de la 
envoltura celular cornificada sintetizada en las capas superiores del SE) 33. El análisis de la 
expresión secuencial de estas proteínas es un recurso ampliamente utilizado para 
determinar el grado de diferenciación del epitelio. 
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1.2.2. Descamación 
El proceso de queratinización culmina con la producción de corneocitos, que se 
desprenden continuamente de la piel por descamación y son reemplazados por nuevas 
células mediante el proceso de renovación celular 17, 26, 34,.  
El desmosoma es un tipo de unión de anclaje que une mecánicamente las células y 
su citoesqueleto. La parte intracelular del desmosoma se compone de una placa 
citoplasmática densa compuesta de placoglobina y desmoplaquina, proteínas de anclaje 
intracelulares. Mediante la placoglobina y desmoplaquina, el citoesqueleto está conectado a 
las proteínas de adhesión transmembrana desmogleína (DSG) y desmocolina (DSC), siendo 
DSG1, DSG4 y DSC1 las que presentan mayor expresión en el SC. Las proteínas 
transmembranales de adhesión expresadas en células adyacentes interactúan a través de 
sus dominios extracelulares.  
Durante las últimas etapas del proceso de queratinización, los desmosomas que se 
encuentran en el SC se transforman en corneodesmosomas mediante la incorporación de 
corneodesmosina (CDSN), una glicoproteína adhesiva sintetizada y secretada en el SG y SC 
23, 35, 36, 37, 38. 
Durante la maduración de los corneocitos, los corneodesmosomas se proteolizan de 
forma progresiva hasta que se degrada completamente su parte extracelular, dando lugar a 
la descamación de la piel 39, 40. 
El ser  humano pierde por descamación alrededor de 2-10x108 células por día. El 
equilibrio homeostático se alcanza mediante la nueva producción de queratinocitos en la 
capa basal de la epidermis que compensa la pérdida de los corneocitos en las capas 
superficiales, manteniéndose así un espesor epidérmico constante 41, 42, 43. Las alteraciones 
en estos procesos pueden dar lugar a una estratificación y queratinización anormales, como 
ocurre en algunos tipos de ictiosis 44. 
 
2. SERINA PROTEASAS EPIDERMICAS 
Las peptidasas humanas relacionadas con calicreína (KLKs) constituyen una familia 
de 15 serina proteasas homólogas secretadas (KLK1-15), las cuales presentan actividad 
tripsina (KLK1-2, KLK4-6, KLK8, KLK10-15) o quimotripsina (KLK3, KLK7, KLK9) 45, 46, 
47, 48.  
 
Las KLKs están codificadas por 15 genes dispuestos en tándem (~300 kb) en el 
cromosoma 19q13.3-13.4 sin la interrupción de genes no KLK, representando la mayor 
familia de proteasas extracelulares que se agrupan juntas en el genoma humano 49. Los 
genes KLK presentan cinco exones de tamaño similar y cuatro intrones con una fase patrón 
conservada (I, II, I, 0). Además, los codones de inicio y parada se encuentran en los exones 1 
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y 5, respectivamente, mientras que los residuos de histidina, ácido aspártico y serina de la 
tríada catalítica son codificados por los exones 2, 3 y 5, respectivamente 45, 46, 47, 48. 
 
Las KLKs con actividad tripsina (KLK2, KLK4-KLK6, KLK8 y KLK11-KLK14) 
hidrolizan preferiblemente los enlaces peptídicos situados a continuación de aminoácidos 
básicos, como arginina o lisina. Por el contrario, las KLKs con actividad quimotripsina 
(KLK3 y KLK7) hidrolizan los enlaces peptídicos que se encuentran a continuación de 
aminoácidos grandes de carácter hidrofóbico, tales como tirosina, triptófano o fenilalanina. 
Curiosamente, algunas KLKs (como KLK1, KLK10, KLK11 y KLK14) tienen una actividad 
dual de tripsina y quimotripsina 50. 
 
 
2.1. Las KLKs en la fisiología y la homeostasis 
Las KLKs están implicadas en numerosos procesos fisiológicos y patológicos, tales 
como la regulación de la presión arterial, la descamación de la piel, la maduración del 
esmalte dental, la inmunidad innata, la plasticidad neuronal sináptica, la desmielinización 
inflamatoria  la neurodegeneración, el cáncer  y la licuefacción del semen 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 
58, 59, 60 61, 62.  
 
Las KLKs se expresan en el folículo piloso, predominantemente en la vaina radicular 
interna así como en la parte media de la vaina radicular externa, por lo que son factores 
críticos para el crecimiento, diferenciación y queratinización del pelo 63. Las KLKs también 
muestran una elevada expresión en los sebocitos indiferenciados de la glándula sebácea, lo 
que indicaría su participación potencial en la diferenciación y la formación del sebo 64. Por 
otra parte, en la cara interna de los conductos de las glándulas sudoríparas se expresan 
KLK6, 8 y 13, las cuales se secretan con el sudor 65. 
 
Distintos estudios in vitro e in vivo han demostrado la existencia de un repertorio 
variado de sustratos de las KLKs, incluyendo componentes de la matriz extracelular, 
receptores de la superficie celular, moléculas de adhesión celular, factores de crecimiento y 
hormonas, así como proteasas y enzimas. Por otra parte, han sido descritas funciones no 
catalíticas de las KLKs atribuidas a las interacciones con otras moléculas o a propiedades 
quimiotácticas 66. 
 
La expresión y/o activación desregulada de los miembros de la familia de las KLKs 
en diversas patologías humanas, incluyendo la tumorigénesis y la progresión del cáncer, 
enfermedades de la piel, la neurodegeneración y patologías respiratorias y cardiovasculares, 
evidencian la importancia de mantener la actividad de las KLKs bajo un estricto control 
para el tratamiento de trastornos médicos graves 45, 47, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72. 
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2.2. Las KLKs en la descamación de la piel 
Al menos ocho miembros de la familia de las KLKs se expresan a nivel de proteína 
en la epidermis humana (KLK5, KLK6, KLK7, KLK8, KLK10, KLK11, KLK13 y KLK14) 46, 
63. Se ha demostrado que KLK5, KLK6, KLK7, KLK8 y KLK14, las cuales son secretadas 
por los queratinocitos en los intersticios del SG superior y el SC, participan en el proceso 
fisiológico de la descamación 20, 52, 63, 73, 74, 75, 76, 77, 78.  
 
Para el mantenimiento de la función barrera de la piel, las pro-KLKs se activan y 
participan en distintos procesos como son: regular la renovación de la piel y el espesor de la 
barrera, promoviendo la descamación y/o la proliferación de los queratinocitos 52, 79; modular 
la permeabilidad de la barrera rica en lípidos mediante la regulación de las enzimas de 
procesamiento de lípidos y/o la activación del receptor PAR2 (Proteinase-Activated Receptor 
2) expresado en queratinocitos 80, e inducir la respuesta inmune innata mediante el 
procesamiento de citoquinas pro-inflamatorias y AMPs 81, 82, 83, 84. 
 
Las KLKs humanas se traducen primero como polipéptidos intracelulares inactivos 
(pre-pro-KLKs), que contienen un péptido señal N-terminal (16-33 aa), un pro-péptido (3-9 
aa, excepto KLK5 con 37 aa), y un dominio catalítico (227 a 252 aa). El péptido señal 
permite la entrada de las pro-KLKs en la maquinaria secretora de la célula, mientras que la 
escisión extracelular del pro-péptido induce un cambio conformacional en el sitio activo y en 
el “bolsillo” de  unión al sustrato, lo que resulta en la  activación  de la enzima  KLK 
madura 47, 56.  
 
Las pro-KLKs son activadas en cascada, de forma que una KLK activa cataliza la 
activación de la siguiente pro-KLK. En la piel, una vez convertida a su forma activa, la 
KLK5 tiene capacidad de autoactivación y se une a los precursores inactivos de KLK7, 
KLK8 y KLK14  (Figura 3) 52, 85. La forma activada de KLK14, activa a su vez a la pro-
KLK5 en un bucle de retroalimentación positiva 20, 52. De esta manera se desencadena la 
escisión mediada por KLKs de las proteínas que forman corneodesmosomas, incluyendo 
DSG1 y 2, DSC1 y CDSN  (Figura 3) 38, 86, 87. 
 
Otras proteasas están involucradas en la descamación de la piel mediante el control 
de la actividad de las KLKs, lo que implica la existencia de un bucle de amplificación de la 
activación de las KLKs. Netzel-Arnett y cols. 88 identificaron una cascada de activación en 
la que participan serina proteasas de unión a membrana, matriptasa y prostatina, y que se 
inicia durante la diferenciación terminal. La matriptasa (o ST14), una  serina proteasa 
transmembrana de tipo II expresada en la piel 89, experimenta una autoactivación eficiente 
y es a su vez un activador eficaz de la KLK5 y la KLK7 epidérmicas (Figura 3) 88, 90, 91, 92, 93. 
La prostatina, por su parte, es un cofactor esencial para la activación de la matriptasa 94.  
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Figura 3. Esquema de la cascada proteolítica que ocurre en el SC en la epidermis normal. 
Las KLKs epidérmicas y otras proteínas de barrera son secretadas en gránulos lamelares (GL) de los 
queratinocitos de las capas superiores del SG hacia los intersticios del SC durante la diferenciación terminal de 
los queratinocitos. Las pro-KLKs inactivas secretadas forman una cascada de activación mediante la cual una 
pro-KLK se convierte en una KLK activa mediante la eliminación del pro-péptido (rectángulo amarillo). Se ha 
propuesto la pro-KLK5 como el iniciador de la cascada, ya que se auto-activa y posteriormente activa la pro-
KLK7, 8 y 14. A su vez, la KLK14 activada activa la pro-KLK5 a través de un bucle de retroalimentación 
positiva. Tras su activación, KLK7 y KLK14 escinden los corneodesmosomas (formados por DSG1, DSC1 y 
CDSN; señalados por las flechas discontinuas), lo que conduce al desprendimiento de los corneocitos del SC y 
posterior descamación de la piel. Otros activadores epidérmicos de serina proteasas, como la matriptasa, 
regulan la actividad KLK en la epidermis. Modificado de Prassas y cols. 2015 67. 
 
 
 
 
3. SEÑALIZACIÓN PRO-Th2 MEDIADA POR KLKs       
Además de su papel clave en la descamación y la homeostasis de la barrera 
epidérmica, las KLKs juegan un papel central en la respuesta inflamatoria de la piel, el 
control de la función antimicrobiana, el picor y el dolor 95, 96. 
 
Se han propuesto dos cascadas principales iniciadas por la actividad de las KLKs, lo 
que demuestra que la actividad desregulada de estas proteasas tendría una doble 
consecuencia sobre la homeostasis de la piel. Una resultaría en la degradación de la DSG1 y 
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la escisión de desmosomas, conduciendo a un desprendimiento prematuro del SC, y a 
señales de peligro y de estrés. Y en paralelo, las KLKs pueden activar la señalización 
mediada por PAR2, lo que resultaría en la activación de una cascada pro-inflamatoria y pro-
alérgica con respuesta inmunitaria de tipo Th2 que puede contribuir a agravar el defecto de 
la piel 97, 98, 99, 100, 101. 
 
PAR2 pertenece a una subfamilia de receptores acoplados a proteína G, con siete 
dominios transmembrana, que son activados por un mecanismo único dependiente de la 
escisión proteolítica. Tras la escisión de la parte extracelular N-terminal del receptor, un 
péptido es liberado y se une al receptor activándolo de forma irreversible. La activación 
conduce a la interacción con proteínas G heterotriméricas en la membrana plasmática y 
eventos de señalización corriente abajo. 
 
En la epidermis humana y murina, la coexpresión en el SG de las KLKs con elevados 
niveles de proteína PAR2  es consistente con el papel atribuido a PAR2 como sensor 
primario de la actividad de las KLKs iniciada en la barrera 102, 103, 104, 105. Oikonomopoulou y 
cols. demostraron, utilizando distintos sistemas in vitro e in vivo, que PAR2 puede ser 
diana de KLK5, 6 y 14 activas, siendo estos los activadores endógenos de PAR2 en los 
queratinocitos 106, 107, 108. 
 
La desregulación de las proteasas juega un papel crítico en la inflamación, 
implicando una compleja red de comunicación entre las diferentes cascadas de proteasas 
epidérmicas que inducen la disfunción de la barrera epidérmica y la respuesta pro-
inflamatoria 109. Esto tiene lugar mediante una cascada de señalización donde KLK5, 6 y 14 
activan directamente a PAR2 y al factor nuclear kappa betta (NF-Ƙβ), lo que lleva a la 
sobreproducción de la citoquina pro-Th2 TSLP (thymic stromal lymphopoietin) 110, de las 
citoquinas pro-inflamatorias TNF-α (tumor necrosis factor α) e IL-8, y de la molécula de 
adhesión intrerelular ICAM-1  (Figura 4) 98, 99. 
 
TSLP desempeña un papel clave en el desarrollo de una respuesta alérgica de tipo 
Th2 a través de la activación de las células de Langerhans, que migran a los ganglios 
linfáticos y promueven la diferenciación de células T vírgenes (Th0) a linfocitos Th2, los 
cuales producen citoquinas tales como IL-4, IL-5 e IL-13. Estas citoquinas están implicadas 
en el cambio de isotipo a IgE en células B, así como en la movilización y activación de 
eosinófilos y mastocitos. A su vez, los mastocitos activados median la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias y pro-alérgicas responsables del prurito y el dolor (Figura 4) 95. 
TNF-α, IL-8 e ICAM-1 también contribuyen a la inflamación de la piel mediante la 
atracción y activación de células inflamatorias 97. En paralelo, KLK7 junto con proteasas 
secretadas por los mastocitos, y neutrófilos reclutados por IL-8, participan en la activación 
de pro-IL-1β, lo que aumenta la inflamación con múltiples efectos sobre las células inmunes 
(Figura 4). 
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Figura 4. Señalización pro-Th2 iniciada por la actividad desregulada de las KLKs.  
La actividad desregulada de las KLKs induce la activación de PAR2, lo que conduce a la expresión de 
moléculas pro-inflamatorias, tales como IL-8 y TNF-α, y la citoquina pro-Th2 TSLP, a través de NF-ƙβ. La 
cascada KLKs-PAR2-TSLP conduce a una respuesta inflamatoria de tipo alérgico y provoca el defecto de barrera 
epidérmica. Modificado de Furio y cols. 2014 95. 
 
 
 
4. INHIBIDORES ENDÓGENOS DE LAS KLKs 
Además de la activación de sus precursores inactivos (pro-KLKs), la actividad de las 
KLKs está controlada por el pH del micro-ambiente celular y un amplio espectro de 
inhibidores endógenos, incluyendo iones metálicos (como Zn2+) 111, la vitamina D 112, el ácido 
retinoico 83, el factor de transcripción Sp1 113 e inhibidores proteicos 111, 114, entre otros. La 
interrupción de este eje de regulación está presente en varios trastornos de piel, tales como 
Síndrome de Netherton, psoriasis, dermatitis atópica y acné rosácea. 
 
Los inhibidores proteicos de KLKs mejor estudiados incluyen el grupo de los 
inhibidores de serina proteasas (serpinas), inhibidores de tipo Kazal e inhibidores de tipo 
Kunitz 111, 114: 
-Las serpinas inhiben de forma irreversible la actividad proteolítica de la mayoría de 
las KLKs mediante la colocación de su dominio reactivo en el sitio activo de las proteasas. 
Entre los miembros  más conocidos de  esta familia se encuentra  la α1-antitripsina, la     
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α1-antiquimotripsina, la antileucoproteasa secretada (SLPI) y la antileucoproteinasa 
derivada de la piel (SKALP, también conocida como elafina). 
 
-Los inhibidores de tipo Kazal y Kunitz se unen de forma reversible al sitio activo de 
las KLKs sin alterar su tríada catalítica. El inhibidor de tipo Kazal más importante es el 
inhibidor de serina proteasa LEKTI (Lymphoepithelial Kazal-type-related inhibitor). Entre 
los inhibidores de tipo Kunitz, los más estudiados son la aprotinina (inhibidor de la tripsina 
pancreática bovina) y el inhibidor de tripsina de la soja. Finalmente, un inhibidor proteico 
natural de las KLKs bien estudiado es el inhibidor de tripsina del girasol SFTI (Sunflower 
Trypsin Inhibitor). 
 
 
4.1. LEKTI 
LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal-Type-related Inhibitor) es un inhibidor de serina 
proteasas codificado por SPINK5 (Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5), un gen de 33 
exones localizado en el cromosoma 5 (5q32) 115, 116. El análisis de la distribución en el tejido 
humano de los tránscritos de SPINK5 revela altos niveles de expresión en timo, epitelio 
vaginal, mucosa oral, amígdalas, glándulas de Bartolino y paratiroideas y en áreas 
diferenciadas y queratinizadas del folículo piloso y las glándulas sebáceas 115. Se ha 
demostrado que el producto del gen SPINK5, LEKTI, también se expresa con intensidad en 
los espacios extracelulares del SG y el SE superior de la epidermis, liberado por los 
queratinocitos diferenciados en la piel normal 117, 118. 
 
LEKTI contiene un péptido señal y presenta hasta 15 dominios inhibidores 
potenciales de serina proteasas (D1-D15), separados por 14 segmentos espaciadores (Figura 
5). Dos de estos dominios (D2 y D15) se asemejan a inhibidores de serina proteasas de tipo 
Kazal, como se deduce de su estructura primaria y el patrón característico de seis residuos 
de cisteína (Figura 5). Los otros 13 dominios comparten una alta homología con esta clase 
de inhibidores, pero carecen de uno de los tres puentes disulfuro conservados. A pesar de 
esta diferencia, estas secuencias adoptan una estructura de horquilla creando un “bolsillo” 
de unión inhibitorio 119, 120. 
 
4.1.1. Procesamiento de LEKTI 
En queratinocitos humanos normales, el procesamiento alternativo del ARN 
mensajero genera tres precursores de LEKTI que difieren sólo en su parte C-terminal: una 
isoforma de longitud completa (145 kDa) con 15 dominios; una isoforma más corta (125 
kDa) compuesta por los 13 primeros dominios,  generada a partir del uso de una señal de 
poliadenilación alternativa; así como una isoforma más larga (148 kDa) que lleva la 
inserción de un residuo de 30 aa entre los dominios inhibidores 13 y 14, generada a partir 
de la activación de secuencias crípticas de corte y empalme 121.  
 
Los precursores de LEKTI se procesan rápidamente por furina (una pro-proteína 
convertasa de tipo subtilisina) en un compartimento del retículo endoplásmico, generando 
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una variedad de fragmentos bioactivos de LEKTI, individuales o multidominio, secretados 
en el espacio extracelular de las células granulares y  cornificadas 73, 117, 122 123, 124. Estos 
fragmentos bioactivos de LEKTI son: D10D15 (65 y 68 kDa), D10D13 (42 kDa), D6D9 (37 
kDa), D7D9 (30 kDa) y D8D9 (23 kDa) (Figura 5) 125, 126. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Modelo de la cascada proteolítica de activación de LEKTI.  
Los diferentes dominios de LEKTI están numerados del 1 al 15. Los sitios de fragmentación progresiva 
generados por la acción de furina se señalan en rojo, y el tamaño de los fragmentos bioactivos generados se 
indica a la derecha de los mismos. Modificado de Fortugno y cols. 2011 125. 
 
 
Varios autores han estudiado la capacidad inhibitoria de las diferentes isoformas de 
LEKTI. Así, se ha demostrado que la isoforma de longitud completa tiene capacidad 
inhibitoria sobre tripsina, subtilisina A, plasmina, catepsina G y elastasa de neutrófilos, 
pero no sobre quimotripsina 127. La forma recombinante de LEKTI que contiene los 
dominios D6D9 inhibe la tripsina, subtilisina A, quimotripsina, KLK5 y KLK7, pero no 
plasmina, catepsina G o elastasa 128, 129; el dominio único D6 es un potente inhibidor de la 
tripsina, KLK5 y KLK7, mientras que el D15 no es efectivo contra estas dos KLKs 130. Estos 
resultados son consistentes con los hallazgos de Borgoño y cols. 131, los cuales demostraron 
la capacidad inhibitoria de múltiples KLKs mediada por el fragmento D1D8, la inhibición 
selectiva de KLK5 mediada por el fragmento D12D15, y la mayor especificidad de inhibición 
de KLK5 mediada por el fragmento D9D12. 
 
Así, KLK5, KLK7 y KLK14 son las principales proteasas diana de las distintas 
isoformas de LEKTI, las cuales presentan una capacidad inhibitoria superior sobre las 
proteasas de tipo tripsina (KLK5, KLK14) en comparación con las proteasas de tipo 
quimotripsina (KLK7) 124, 127, 128, 129, 130, 132, 133. La mayor actividad sobre la KLK5 sitúa a la 
misma como iniciadora de la cascada epidérmica de activación de las KLKs. 
 
Furina 
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4.1.2. Reguladores de la capacidad inhibitoria de LEKTI 
Gradiente epidérmico de pH 
El gradiente epidérmico de pH es un factor crítico que regula la homeostasis de la 
barrera epidérmica, actuando a dos niveles: el control de la actividad de las proteasas, y el 
control de la interacción entre las proteasas y sus inhibidores. 
 
Las condiciones óptimas para una mayor interacción de LEKTI con las KLKs, y por 
tanto una mayor capacidad inhibitoria sobre ellas, se producen a pH 7,5. Durante el paso 
del SC profundo (pH 6.8-7.5) al superficial (pH 4.5-5.3), las KLKs se disocian gradualmente 
de LEKTI permitiendo la degradación de los componentes corneodesmosomales y la 
exfoliación fisiológica de las capas más externas del SC 134. Esto es debido a que las KLKs 
desarrollan su actividad óptima a pH neutro, que es precisamente el pH en la interfase SG-
SC, y a pH ácido retienen actividad suficiente para degradar componentes 
corneodesmosomales 87, 135. 
 
La regulación de la actividad de las KLKs dependiente del pH implica que las KLKs 
participan en otras funciones de homeostasis de la barrera epidérmica, además de la 
descamación, como son la defensa antimicrobiana y la formación de la barrera lipídica. 
 
 
               
Figura 6. Esquema del control de la descamación en el SC.  
El pH controla la actividad de las KLKs mediante la regulación de su interacción con LEKTI. En las 
capas profundas del SC, el pH neutro permite una fuerte interacción entre LEKTI y las KLKs en los intersticios 
de los corneocitos, evitando así la escisión de los corneodesmosomas. A medida que el pH se acidifica hacia las 
capas más superficiales del SC, el complejo LEKTI-KLKs se disocia, permitiendo a las proteasas degradar 
progresivamente los componentes corneodesmosomales, dando como resultado el desprendimiento de los 
corneocitos más superficiales. Modificado de Deraison y cols. 2007 124. 
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Distribución espacio-temporal de los gránulos lamelares  
El transporte y la secreción de las KLKs y LEKTI por el sistema de gránulos 
lamelares, son eventos con distribución espacial y temporal que regulan la expresión 
epidérmica de las KLKs.  
 
En la piel normal, LEKTI, KLK5 y KLK7 se encuentran espacialmente separados en 
el sistema de gránulos lamelares. KLK5 y KLK7 se localizan en la interfaz SG-SC así como 
en el SC 73, 75. LEKTI se expresa en el SE superior, aunque el SC es negativo para su 
expresión. Por otra parte, el sistema de gránulos lamelares transporta y secreta LEKTI 
antes que sus proteasas diana, lo que es coherente con su papel en la prevención de la 
proteólisis prematura de proteínas de matriz extracelular y de moléculas de adhesión de la 
superficie celular, así como en el control del ritmo de la descamación 73, 136. 
 
 
 
5. SÍNDROME DE NETHERTON 
5.1. Características clínicas 
El Síndrome de Netherton (SN, OMIM 256500) 137, 138 es una genodermatosis 
autosómica recesiva rara, considerada como uno de los trastornos hereditarios más graves 
de la piel que afectan a los recién nacidos. El SN se caracteriza por eritrodermia 
ictiosiforme congénita generalizada (Figura 7.A), un defecto estructural del pelo específico 
(Trichorrhexis invaginata o pelo de bambú) y manifestaciones atópicas 139, 140, 141, 142, 143, 144. 
 
La eritrodermia ictiosiforme congénita es evidente en el nacimiento o los primeros 
meses de vida, y puede persistir durante toda la vida en los casos más severos, aunque 
generalmente los pacientes acaban desarrollando una condición más leve definida como 
ictiosis  lineal circunfleja 141, 145, con  lesiones que  consisten en  placas  eritematosas  en 
formas  policíclicas o  serpiginosas, y   presentan un  doble  borde descamativo (Figura 7.C) 
139, 141, 145, 146.  
 
En cuanto a la clínica del tallo piloso, el pelo del cuero cabelludo, cejas y pestañas es 
generalmente escaso, delgado, corto, quebradizo y de crecimiento lento. La alteración del 
tallo piloso consiste en fracturas transversales del mismo, donde la parte más distal se 
invagina en la proximal formando un nudo, y es denominada tricorrexis invaginata o pelo 
en bambú por su forma característica bajo examen microscópico (Figura 7.B) 147, 148, 149.  
 
Las manifestaciones alérgicas en el SN incluyen lesiones de tipo dermatitis atópica 
(Figura 7.D.) asociadas con prurito, fiebre del heno, angioedema, asma, urticaria, 
hipereosinofilia, rinitis alérgica, conjuntivitis, alergias alimentarias, altos niveles de IgE en 
el suero e infecciones frecuentes 142, 150, 151, 152, 153, 154. 
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Figura 7. Aspectos clínicos del Síndrome de Netherton (SN).  
A. Eritrodermia congénita con descamación. B. Alopecia parcial predominante en la zona occipital de la 
cabeza, con pelo corto, frágil, delgado y quebradizo (panel izquierdo). Tallo del pelo anormal que muestra la 
invaginación de la parte distal dentro de la proximal formando un nudo (Trichorrhexis invaginata o pelo de 
bambú) (panel derecho). C. Placas migratorias, serpiginosas y eritematosas de ictiosis lineal circunfleja. D. 
Lesiones eccematosas caracterizadas por inflamación severa de la piel y descamación superficial. Modificado de 
Hovnanian 2013 97 y Keuylian 2016 155. 
 
 
 
El SN fue descrito por primera vez por Comèl en 1949 139 y Netherton en 1958 140. 
Aunque la incidencia descrita para esta genodermatosis es de 1 por cada 200.000 
nacimientos, se cree que podría ser mayor (1 por cada 50.000). La subestimación puede ser 
debida a la dificultad en el diagnóstico, ya que los síntomas se asemejan a los de la 
dermatitis atópica, eritrodermias congénitas y algunas formas de ictiosis 148, 156. 
 
El SN tiene una tasa de mortalidad del 20% durante el primer año de vida 145, 151, 148, 
157, 158, periodo en el que son frecuentes la deshidratación, desnutrición, hipernatremia, 
hipotermia, bronconeumonía y sepsis 159. Sin embargo, superado el primer año de vida, los 
pacientes tienen una buena previsión de disminuir el nivel de gravedad de la enfermedad e 
incluso alcanzar la recuperación parcial 160. 
 
Durante la infancia, es común un retraso del crecimiento como resultado de la 
desnutrición, trastornos metabólicos, eritrodermia crónica, infecciones cutáneas 
persistentes o enteropatía 159, 150. Otras complicaciones severas incluyen infecciones del 
virus del papiloma humano 161, 162 y el carcinoma de células escamosas 163, 164, 165, 166, 167, 168. 
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5.2. Bases moleculares y señalización 
El SN es causado por mutaciones en el gen SPINK5. En la base de datos de 
mutaciones genéticas humanas (HGMD) están registradas 84 mutaciones de SPINK5 
asociadas con el SN e identificadas en pacientes de 144 familias, en su mayoría distribuidos 
en Europa y Asia 160. La mayoría de las mutaciones se localizaron entre los exones 1-8 y 21-
26 157. Estas alteraciones comprenden mutaciones sin sentido, de cambio del marco de 
lectura y mutaciones en los sitios de corte y empalme 169. Hasta la fecha, la mayoría de las 
mutaciones de SPINK5 conocidas por causar SN introducen codones de terminación 
prematuros (PTCs), dando como resultado una terminación prematura de la traducción de 
SPINK5, que produce un polipéptido LEKTI truncado, estructuralmente anormal y no 
funcional, con un menor número de dominios inhibitorios 97, 116, 117, 118, 156. 
 
Puesto que diferentes mutaciones generan diferentes variantes truncadas de LEKTI, 
cada paciente de SN posee un LEKTI truncado de una longitud diferente, dependiendo de la 
localización de las mutaciones 170. Parece que existe una correlación entre el genotipo y el 
fenotipo, lo que indica que la gravedad del fenotipo aumenta a medida que la mutación se 
encuentra más cercana al extremo N-terminal de SPINK5. Así, un paciente de SN con un 
LEKTI más corto (menos dominios inhibitorios) podría presentar un fenotipo severo, 
mientras que un paciente con mayor número de mutaciones corriente abajo (y por tanto un 
LEKTI más largo) podría presentar un fenotipo más leve 80, 170. 
 
Esta alteración de LEKTI provoca un desequilibrio significativo entre la proteólisis y 
su inhibición. Esta actividad desregulada de las proteasas conlleva una degradación 
prematura de los corneodesmosomas que provoca el desprendimiento del SC, y por tanto, 
resulta en un defecto de la función barrera de la epidermis 171, 172, 43, 173, un procesamiento de 
lípidos defectuoso 15, la aceleración de la degradación de la filagrina 172, 173 y la 
sobreexpresión de moléculas proinflamatorias y proalergénicas 171, 172, 43, 173. 
 
En paralelo, la actividad desregulada de las KLKs desencadena rutas inflamatorias 
que agravan los defectos de la barrera epidérmica. La ruta de señalización pro-Th2 parece 
tener un papel clave en las manifestaciones atópicas del SN 99, 109. La expresión de PAR2  se 
incrementa en los queratinocitos y muestra una ubicación perinuclear indicando la 
activación del receptor. Además, TSLP se expresa en la epidermis de los pacientes y en sus 
queratinocitos en condiciones de cultivo basal, lo que indica que es una propiedad intrínseca 
de las células con SN. En su conjunto, estos datos proporcionan pruebas de que la ruta pro-
Th2 iniciada por las KLKs está activa en los queratinocitos de pacientes de SN deficientes 
de LEKTI. 
 
 
5.3. Características histológicas 
El SN tiene una presentación clínica heterogénea que puede asemejarse a otras 
patologías y retrasar un diagnóstico preciso. La confirmación temprana del diagnóstico es 
esencial para el tratamiento adecuado de los pacientes. Por lo tanto, la toma de biopsia de 
piel es importante para el diagnóstico correcto, y la realización de una inmunotinción de 
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LEKTI sigue siendo indispensable para el diagnóstico definitivo del SN en todos los 
pacientes 174. 
 
En la mayoría de los casos, la inmunotinción de LEKTI muestra la ausencia 
completa de la proteína en el SG y en la vaina radicular interna (IRS) de los folículos 
pilosos, una característica específica del SN 117, 175. En otros casos, LEKTI se visualiza con 
una expresión muy reducida en el SG y la IRS de los folículos, debido a mutaciones de 
SPINK5 en sitios de corte y empalme que permiten la síntesis residual de algunos 
polipéptidos de LEKTI. 
 
Estudios histológicos y ultraestructurales en secciones de piel de pacientes de SN 
revelan una queratinización incompleta de la epidermis y una cornificación defectuosa. 
Esta piel presenta hiperplasia epidérmica (acantosis) con la persistencia de núcleos en los 
corneocitos del SC (paraqueratosis) (Figura 8.A) y con diversos grados de invaginaciones 
epidérmicas hacia la dermis (crestas epiteliales, papilomatosis) (Figura 8.B) 145, 176. La 
separación entre las células (espongiosis) podría ser pronunciada en las capas inferiores del 
SE (Figura 8.C). El SC en estos individuos aparece adelgazado, a menudo separado de la 
epidermis subyacente o desprendido completamente (Figura 8.A.) 145, 177, 178, y el SG se 
reduce en gran medida o puede estar ausente por completo (Figura 8.B) 117.   
 
En la dermis papilar superficial, rica en células y vasos, está documentada la 
presencia de vasos sanguíneos dilatados 97, 174 y un infiltrado inflamatorio perivascular con 
neutrófilos y/o eosinófilos (Figura 8.D) 145, 176, 179. 
 
Los cuerpos lamelares, normalmente responsables de la acumulación y descarga de 
los lípidos de la barrera epidérmica en la interfaz SG-SC, son menores en número y a 
menudo mal estructurados. Su contenido es secretado de forma prematura en los espacios 
intercelulares y su transformación en bicapa lipídica se encuentra alterada 176. 
 
 
 
      
      Figura 8. Tinción con hematoxilina-eosina de una sección de piel obtenida de un paciente de SN.  
       A. El SN generalmente presenta acantosis con paraqueratosis (flecha) y un SC con áreas de 
desprendimiento (asterisco). Magnificación 200x. B. Coexistencia de paraqueratosis (flecha) que recubre una 
capa granular ausente, alternada con ortoqueratosis (flecha doble) y una capa granular normal. Papilomatosis 
típica con invaginaciones epidérmicas en la dermis (asterisco). Magnificación 200x. C. Espongiosis en las capas 
inferiores del SE. Magnificación 200x. D. Marcado infiltrado inflamatorio perivascular en la dermis superficial y 
media (asterisco), junto con vasos sanguíneos dilatados en la dermis superficial (flecha) Magnificación 50x. 
Modificado de Leclerc-Mercier y cols. 2016 174. 
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La inmunotinción de secciones de piel de pacientes de SN muestra una reducción de 
la DSG1, DSC1 y desmoplaquina, lo que está asociado a una deslocalización de la KLK5 y la 
KLK7 43. La zimografía in situ en secciones de piel revela una actividad de tipo tripsina y 
quimotripsina aumentada. El análisis ultraestructural muestra el desprendimiento del SC 
como consecuencia de la escisión de los desmosomas en la interfaz entre el SG superior y el 
SC. La diferenciación epidérmica es también anormal, con el aumento de expresión de 
loricrina, la reducción de gránulos de queratohialina y la disminución de la expresión de 
filagrina en el SG. 
 
 
 
6. APROXIMACIONES TERAPÉUTICAS 
Se han utilizado distintas estrategias terapéuticas para reducir los síntomas clínicos 
en los pacientes de SN, entre ellas diferentes compuestos antibacterianos para el 
tratamiento de las infecciones de la piel, emolientes para la sequedad, corticosteroides 
tópicos para los eccemas, antihistamínicos para reducir los síntomas alérgicos y 
administración intravenosa de inmunoglobulina para reducir la infección y mejorar las 
anormalidades en piel y cabello 97, 160, 180, todas ellas con éxito variable y transitorio y sin 
indicación para una utilización a largo plazo o en grandes superficies cutáneas, ya que la 
alteración de la barrera cutánea provoca un aumento en la absorción de los medicamentos 
que puede producir serios efectos adversos a nivel sistémico. Hoy en día no existe ningún 
tratamiento para la cura del SN, por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas para esta patología 181.  
 
La demostración del papel crítico que juegan las KLKs en el SN está favoreciendo el 
desarrollo y la evaluación de terapias dirigidas contra estas proteasas. La terapia génica y 
la terapia de reemplazo de proteínas constituyen herramientas eficaces y prometedoras 
para llevar a cabo este abordaje. 
 
1.- La terapia génica de adición tiene como objeto el uso de vectores retrovirales o 
lentivirales para la sobreexpresión de SPINK5, con el objeto de corregir ex vivo los 
queratinocitos del paciente que posteriormente podrían ser trasplantados mediante injertos 
autólogos, desarrollando así un tratamiento curativo seguro y eficaz basado en la corrección 
del defecto molecular causal 166, 181, 182. Así, se ha llevado a cabo un ensayo clínico en fase I 
para el injerto de células madre de queratinocitos corregidas genéticamente ex vivo en 
pacientes portadores de mutaciones en SPINK5  (Registro de Ensayos Clínicos en la UE 
número 2011-003212-22) 183, cuyos resultados mostraron que el sistema de transducción de 
queratinocitos primarios y el injerto de una lámina epitelial autóloga modificada son 
seguros y factibles, conllevando una restauración transitoria de la expresión funcional de 
LEKTI con una posible corrección de la sobreexpresión de KLK5 dentro del injerto epitelial 
modificado genéticamente 184. 
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2.- La terapia de reemplazo de proteínas está basada en la trasnsformación de 
inhibidores endógenos de las KLKs con el objeto de mejorar su potencia, selectividad, 
especificidad de tejido, inmunogenicidad, absorción, distribución, metabolismo y excreción 
185, 186, 185. Así, se han sintetizado inhibidores peptídicos de las KLKs derivados de LEKTI 187 
y del inhibidor de la tripsina del girasol (SFTI) 188, y se han diseñado fármacos sintéticos  
para su uso tópico como tratamiento paliativo de los síntomas de la patología 189. De hecho, 
entre 2011 y 2014 se llevó a cabo un estudio de fase I que evaluó la seguridad, tolerabilidad 
y eficacia de la administración tópica múltiple del compuesto BPR277 como inhibidor de 
KLKs para el tratamiento de pacientes con dermatitis atópica y SN. Actualmente se 
encuentra en fase II y los resultados aún no han sido reportados 190. 
 
 
6.1. Inhibidor de tripsina del girasol 
La familia de proteínas Bowmane Birk es un grupo de aproximadamente 50 
inhibidores de serina proteasas que se encuentran principalmente en las semillas de 
algunas especies de plantas, donde tiene una función relacionada con la protección frente a 
plagas y patógenos 191. Los inhibidores Bowmane Birk (BBIs) están compuestos por 60-90 
aa, y llevan a cabo la inhibición dual de las proteasas de tipo tripsina y/o quimotripsina a 
través de motivos estructurales de tipo bolsillo en horquilla-β con puentes disulfuro, que se 
unen a sitios catalíticos a través de  secuencias canónicas de reconocimiento de proteasas 
192, 193. 
 
A principios de los años 90 se demostró que péptidos sintéticos que imitan el bolsillo 
en horquilla-β de los BBIs retienen su actividad biológica 193, 194. Posteriormente, a partir de 
semillas de girasol Helianthus annus, se aisló un péptido de origen natural con horquilla-β 
que presentaba una elevada actividad inhibitoria frente a serina proteasas (SFTI-1) 195. 
 
El inhibidor de tripsina del girasol SFTI-1 es un péptido cíclico de 14 aa que contiene 
un puente disulfuro (Figura 9.A) y actúa sobre varias serina proteasas, incluyendo la 
catepsina G7, la matriptasa 196 y las KLKs 197. Debido a su tamaño, estabilidad y actividad 
frente a una gran variedad de proteasas, el SFTI-1 se ha propuesto recientemente como un 
candidato atractivo a fármaco terapéutico 198, 199.  
 
Por ello, se han generado análogos del SFTI-1 a partir de precursores lineales 
simples, mediante ligación química nativa que implica la reacción  intramolecular de un 
péptido  tioéster con su  cisteína  terminal  mediante acil  transferencia  de N/S  (Figura 
9.B) 200.  
 
Este método proporciona el mejor rendimiento de los análogos de SFTI-1 cuando la 
cisteína está precedida por un residuo de glicina o histidina ("HC") 201. De esta manera, se 
generó el análogo SFTI-I10H, con sustitución de isoleucina por histidina en la posición 10 
de la secuencia nativa del SFTI-1 y reorganización para la formación del tioéster (H-
GRCTKSIPPICFPD-OH  H-CFPDGRCTKSIPPHC-OH). 
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Así, la mutación de residuos específicos del SFTI-1 ha mejorado la selectividad hacia 
determinados substratos, proporcionando con el SFTI-I10H un inhibidor específico de la 
proteasa KLK5 como fármaco potencial para el tratamiento del SN 199, 202, 203, 204. 
 
 
 
Figura 9. Estructura química del SFTI-1 y estrategia de síntesis del análogo SFTI-I10H. 
A. Se muestra la estructura química del SFTI nativo (SFTI-1), indicando los residuos de aminoácidos y 
su posición en la secuencia peptídica nativa con letras y números, respectivamente. El residuo que encaja en el 
bolsillo de unión al sustrato de la enzima es una lisina ubicada en la posición 5 y con enlace escindible (flecha). 
La línea roja separa el lado de SFTI-1 que forma el contacto directo con la enzima (derecha) y el lado sin 
contacto (izquierdo). Modificado de Chen y cols. 2016 199. B. Esquema de la reacción general para la producción 
del análogo SFTI-I10H. Aparece la secuencia nativa (WT) del pro-péptido mostrándose SFTI-1 en rojo, y su 
rediseño mediante sustitución de la isoleucina (I) por histidina (H) en la posición 10 y posterior reorganización 
(I10H) para permitir la ciclación a través de la acil transferencia de N/S. Modificado de Shariff y cols. 2014 204. 
 
 
 
7. MODELOS DE RATÓN PARA EL SN 
Durante la última década, diferentes laboratorios han desarrollado una serie de 
modelos murinos que muestran muchas de las características del SN humano y han 
permitido hacer importantes avances en la comprensión de los mecanismos patológicos 
subyacentes a la enfermedad. 
 
Así, han sido descritos varios modelos de ratón knock-out (KO) deficientes en Spink5 
(Spink5-/-, Spink5-/- Klk5-/- y/o Klk7-/-) 95, 170, 172 que muestran algunas de las manifestaciones 
patológicas conocidas del SN, tales como descamación prematura a través del 
desprendimiento del SC y una diferenciación terminal deficiente de los queratinocitos, lo 
que conlleva una ictiosis letal a las pocas horas después del nacimiento por pérdida grave 
de la función barrera y deshidratación rápida. 
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Por ello, y para poder llevar a cabo los estudios del fenotipo en adultos, se utilizó una 
aproximación basada en el trasplante de piel de animales neonatos KO (Spink5-/-, Spink5-/- 
Par2-/-) en animales receptores inmunodeficientes. Estos modelos presentaron un aumento 
de actividad proteolítica en la epidermis mediada por las serina proteasas KLK5 y KLK7, y 
un infiltrado inflamatorio en la epidermis y la dermis, incluyendo eosinófilos polinucleares 
y mastocitos, así como un aumento en la expresión de moléculas proinflamatorias (TNFα 
ICAM1, IL-IB) y pro-Th2 (TSLP), lo que demuestra que la deficiencia de LEKTI en la 
epidermis induce una cascada proinflamatoria de forma intrínseca, incluso en ausencia de 
estímulos ambientales 171, 99, 98.  
 
Kasparek y cols. 205  desarrollaron un modelo de SN con inactivación de Spink5 en 
mosaico, el cual presenta un fenotipo cutáneo en la piel lesionada similar al mencionado, 
pero a diferencia de los ratones deficientes en Spink5, estos modelos mosaico sobrevivieron 
el período neonatal y por lo tanto permitieron un análisis detallado del fenotipo en adultos, 
incluyendo el retraso en el crecimiento y defectos del pelo. 
 
Además, se desarrolló un modelo transgénico de sobreexpresión de KLK5 humana 
(Tg-KLK5) en epidermis 110. En estos ratones se demostró que la expresión elevada de 
KLK5, incluso en presencia de LEKTI funcional, fue suficiente para desencadenar una 
actividad proteolítica exacerbada en la piel que superó las capacidades inhibitorias de 
LEKTI. Asimismo, de forma similar a lo descrito en el modelo de ratón deficiente en 
Spink5, la piel con sobreexpresión de KLK5 presentó un infiltrado inflamatorio que incluye 
células T, mastocitos y eosinófilos, junto con un aumento en la expresión de moléculas 
proinflamatorias y proalergénicas (TSLP, TNF-α, IL1β, ICAM1, CCL8 y CCL20, IL4, IL17 e 
IL22) 110. También se observó un aumento en la actividad de KLK7, KLK14 y ELA2 en 
epidermis, por lo que este modelo reproduce en gran medida el fenotipo en piel del SN, y 
apoya el papel fundamental que juega KLK5 en el desarrollo de la enfermedad. Sin 
embargo, no se observaron todas las características patológicas, lo que sugiere que podrían 
participar proteasas adicionales u otras moléculas en la adquisición del fenotipo completo. 
 
El desarrollo de estos modelos murinos ha proporcionado oportunidades únicas para 
estudiar el fenotipo y los mecanismos patológicos del SN y ha sido fundamental para 
abordar nuevas estrategias terapéuticas in vivo. También han puesto de manifiesto la gran 
complejidad de la red proteolítica existente en la epidermis y la necesidad de preservar el 
equilibrio entre la proteólisis y su inhibición para el mantenimiento de la homeostasis en la 
piel 155. 
 
Sin embargo, las diferencias existentes entre la piel de ratón y la humana, tanto a 
nivel arquitectónico como funcional, representan la mayor limitación de este tipo de 
modelos. Por ello, la modelización de enfermedades cutáneas en un contexto humanizado es 
fundamental para adquirir conocimientos básicos sobre los mecanismos implicados en la 
patología, y permite además la realización de estudios preclínicos in vivo con un posible 
impacto en el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos. 
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8. MODELO DE RATÓN HUMANIZADO EN PIEL  
En nuestro laboratorio se ha descrito previamente el modelo de ratón humanizado 
en piel, basado en el trasplante de un equivalente cutáneo desarrollado mediante 
bioingeniería tisular en el lomo de ratones inmunodeficientes 206, 207. Tras un periodo de 
toma de aproximadamente 8-12 semanas, se genera un modelo quimérico que contiene piel 
de origen humano y que se encuentra inervada y vascularizada por los nervios y vasos 
murinos.  
 
El equivalente cutáneo desarrollado por nuestro equipo, que presenta características 
únicas y permite la generación de grandes superficies de piel bioingenierizada, da lugar 
tras el trasplante a una piel humana regenerada, la cual mantiene todas las características 
estructurales y fisiológicas de la piel humana nativa. A su vez, la persistencia a largo plazo 
de la piel sana regenerada demuestra la presencia de células madre epidérmicas que 
aseguran la eficacia del procedimiento 208, incluso después de las posibles manipulaciones 
realizadas ex vivo que incluyen la transferencia de genes 206, 209, 207. Además, hemos 
demostrado la funcionalidad de la piel humana regenerada, ya que es capaz de responder 
de forma efectiva a estímulos como la cicatrización o la radiación con luz UV 210, 211. 
 
El equivalente de piel bioingenierizada desarrollado en nuestro laboratorio  ha sido 
utilizado con éxito en la clínica en su versión autóloga para la regeneración permanente de 
piel en diferentes situaciones: quemaduras de grandes superficies, fascitis necrotizante, 
extirpación de nevus gigantes y enfermedad de injerto contra huésped 207, 212. Además, el 
uso de estos equivalentes en su versión alogénica podría proporcionar múltiples beneficios 
para pacientes que presentan heridas crónicas asociadas con diabetes, desórdenes 
vasculares o traumas, sirviendo de matriz transitoria para ayudar a la cicatrización. 
 
Finalmente, basándonos en el modelo de ratón humanizado en piel, también hemos 
sido capaces de reproducir en nuestro laboratorio varios trastornos de piel hereditarios o 
genodermatosis, usando para ello células derivadas de biopsias de piel de pacientes con 
enfermedades como la Epidermolisis Bullosa  213, 214, 215, el Síndrome de Netherton 166, el 
Xeroderma Pigmentoso 211 y la Paquioniquia Congénita 216. Asimismo, hemos conseguido 
modelizar enfermedades de alta prevalencia como son la psoriasis y la dermatitis atópica, 
mediante  la incorporación del  componente  inmune en las pieles  humanas  regeneradas 
217, 218. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 OBJETIVOS 
 
"Es una locura odiar a todas las rosas porque una te pinchó.  
Renunciar a todos tus sueños porque uno de ellos no se realizó"  
(El Principito)   Antoine de Saint-Exupéry   
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A pesar de los conocimientos adquiridos en los últimos años sobre las alteraciones 
patogénicas subyacentes al Síndrome de Netherton (SN), aún no han sido esclarecidos en su 
totalidad los mecanismos intrínsecos de la enfermedad. Además, dadas las limitaciones que 
presentan los modelos murinos de SN, el desarrollo de modelos humanizados en piel que 
reproduzcan tales enfermedades poco frecuentes resulta primordial para el diseño de 
nuevas estrategias efectivas en el tratamiento de esta patología. 
 
El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo de modelos 
humanizados en piel para el SN y la evaluación de estrategias terapéuticas para el 
tratamiento de esta patología cutánea. Con este propósito, los objetivos específicos de este 
trabajo han sido: 
 
1. Generación y estudio histológico de modelos organotípicos y humanizados en piel 
para el SN:  
1.1. Modelo a partir de queratinocitos humanos de paciente de SN. 
1.2. Modelo a partir de queratinocitos humanos de donante sano con edición génica de 
SPINK5 mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9. 
 
  2. Empleo de modelos generados por edición génica de SPINK5 para el análisis de 
nuevas aproximaciones terapéuticas para el SN: 
2.1. Corrección mediante terapia génica de adición de SPINK5 ex vivo. 
2.2. Corrección mediante un abordaje farmacológico con el inhibidor de KLK5 SFTI-I10H.
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 MATERIALES  Y  MÉTODOS  
 
“Un científico en su laboratorio no es sólo un técnico,  
también es un niño colocado ante fenómenos naturales que lo impresionan como un cuento de hadas” 
Marie Curie 
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1. PACIENTES Y BIOPSIAS CUTÁNEAS 
1.1. Caso clínico 
El presente estudio se realizó con muestras procedentes de un paciente de Síndrome 
de Netherton y de un donante sano. Los consentimientos informados se obtuvieron bajo el 
amparo del acuerdo con los hospitales donde se tomaron las biopsias y las muestras de 
sangre del paciente para realizar el diagnóstico genético (Hospital materno-infantil Sant 
Joan de Déu, Barcelona; Hospital Universitario La Paz, Madrid).  
 
 
 
Figura 10. Fenotipo del paciente de Síndrome de Netherton objeto del estudio.  
A-B. El paciente de Síndrome de Netherton del que se tomaron las biopsias presentaba eritrodermia 
generalizada (A) junto con lesiones eccematosas con inflamación de la piel y descamación superficial (B).           
C. Visualización microscópica del tallo del pelo con trichorrhexis invaginata que muestra la invaginación de la 
parte distal en la parte proximal formando un nudo (flechas). Imágenes cedidas por la Dra. María Asunción 
Vicente Villa (Unidad de Dermatología. Hospital materno-infantil Sant Joan de Déu, Barcelona).  
 
 
Este paciente presenta un diagnóstico de Síndrome de Netherton, confirmado 
mediante el análisis genético de ADN del paciente y sus progenitores, y mediante anatomía 
patológica de biopsia de piel (Figura 19).  
 
 
1.2. Toma de muestras 
Las biopsias de piel del donante sano se tomaron del prepucio tras cirugía 
programada de fimosis. La recogida de muestras, previo consentimiento informado del 
donante y de sus representantes legales, se realizó en el Hospital Universitario La Paz 
(Madrid). 
 
Las biopsias de piel del paciente de Síndrome de Netherton se tomaron de zonas de 
piel que presentaban el fenotipo característico de la enfermedad. La recogida de muestras 
se realizó en el Hospital materno-infantil Sant Joan de Déu (Barcelona), previo 
consentimiento informado. 
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La obtención quirúrgica de las muestras se realizó en condiciones asépticas. Las 
biopsias se recogieron en medio estéril consistente en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium, Gibco (Gaithersburg, MD, EE.UU.)) suplementado con un 1% de antibióticos 
penicilina/estreptomicina (Gibco). 
 
Las muestras se procesaron en el Centro Comunitario de Sangre y Tejidos de 
Asturias (CCST) para el aislamiento de queratinocitos y fibroblastos mediante 
procedimientos enzimáticos. Para la inclusión de las células en el banco del CCST, de 
acuerdo al Real Decreto 1301/2006, se realizaron los análisis serológicos pertinentes para 
descartar la presencia de virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), hepatitis B y C, y 
Treponema pallidum (VDRL).  
 
El protocolo de obtención de biopsias fue aprobado por un Comité de Ética que 
evaluó y aprobó esta investigación, declarando que los procedimientos seguidos estaban de 
acuerdo con los estándares éticos institucionales en experimentación humana, y que la 
investigación se adhería a las directrices de la Declaración de Principios de Helsinki  y a 
revisiones posteriores  sobre Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en Seres 
Humanos 219. 
 
 
 
2. CULTIVOS CELULARES 
Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmósfera saturada de 
humedad, compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO2 (incubador de CO2 NAPCO, 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.)). El medio de cultivo celular fue 
reemplazado cada dos o tres días, en función de la actividad metabólica celular. Todo el 
trabajo experimental llevado a cabo con células se realizó en condiciones de asepsia, en una 
cabina de flujo laminar de bioseguridad nivel II. 
 
Para proceder al subcultivo celular, la monocapa de células adheridas se lavó con 
tampón fosfato salino (PBS) 1x estéril, y las células se liberaron de la superficie de 
crecimiento mediante tripsinización, utilizando una solución enzimática de tripsina-EDTA  
(Trypsin 1-300 0,25% - EDTA (Etilén-Diamino-Tetra-Acetato) 0,02%, Sigma-Aldrich (San 
Luis, MO, EE.UU.)) a 37ºC durante 10-20 minutos según el tipo celular. 
 
Para su preservación, las células se congelaron en nitrógeno líquido. Para ello, los 
cultivos en fase exponencial de crecimiento se tripsinizaron y se resuspendieron en suero 
fetal bovino (FBS, HyClone, Thermo Fisher Scientific) suplementado con un 10% de 
dimetilsulfóxido (DMSO, Merck (Darmstadt, Alemania)) como agente criopreservante. 
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2.1. Cultivos primarios  
 El cultivo primario de queratinocitos y fibroblastos humanos se estableció siguiendo 
protocolos estándar 220, 208. 
 
 
2.1.1. Fibroblastos  
Las muestras de piel se procesaron por disgregación mecánica, en las 24 horas 
posteriores a su extracción y sin previa separación de dermis-epidermis. 
 
Los fibroblastos se aislaron mediante digestión enzimática de la matriz extracelular, 
incubando los fragmentos obtenidos por disgregación mecánica en una solución de 
colagenasa A (0,25% en PBS 1x, Sigma-Aldrich) conteniendo 1% de 
penicilina/estreptomicina en agitación constante a 37ºC durante 3 horas. El sobrenadante 
resultante se centrifugó a 456g durante 10 minutos. El sedimento celular se resuspendió en 
medio de cultivo de fibroblastos, consistente en DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% 
de penicilina/estreptomicina, y se sembró en un frasco de cultivo a una densidad de 105 
células/cm2. 
         
        
Figura 11. Aspecto de un cultivo celular de fibroblastos humanos. 
Visualización al microscopio de campo luminoso invertido. Barra de escala: 2 µm. 
 
 
 
2.1.2. Queratinocitos 
Los fragmentos no digeridos por la colagenasa se incubaron en solución enzimática 
de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) en agitación constante a 37ºC. Se realizaron 3 ciclos de 
digestión, uno de 1 hora y dos de 30 minutos. Tras la inactivación de la actividad 
enzimática de la tripsina con FBS, el sobrenadante resultante de cada ciclo de digestión se 
centrifugó a 456g durante 10 minutos. Se contaron las células del sedimento celular y se 
sembraron a una densidad de 2,5x104 células/cm2 sobre una monocapa de fibroblastos 
irradiados (feeder layer) sembrada 24h antes (105 células/cm2) para actuar como soporte 
mecánico y metabólico de los queratinocitos (Figura 12.A).  
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Dicha feeder layer consiste en la línea celular 3T3-J2 de fibroblastos de ratón 
irradiados letalmente con Rayos-X (50 Gy) con el fin de inactivar su proliferación 208 (Figura 
12.B). La línea celular 3T3-J2 fue cedida por el Dr. J. Garlick (Department of Oral Biology 
and Pathology, School of Dental Medicine, Stony Brook University, Nueva York). Los 
procedimientos de irradiación se realizaron de acuerdo a los criterios y normas de 
Protección Radiológica que recoge la legislación vigente (Reglamento sobre Instalaciones 
Nucleares y Radiactivas Real Decreto 1836/1999 de 3 de diciembre; Reglamento sobre 
Protección Sanitaria contra Radiaciones Ionizantes Real Decreto 783/2001 de 6 de julio). 
 
Para la amplificación y uso de los queratinocitos en los ensayos posteriores, las 
células se liberaron del feeder mediante un tratamiento previo a la tripsinización de 10 
minutos con una solución de PBS-EDTA (0,5 mM) para evitar interferencias de este último 
en los resultados. 
 
El medio de siembra de queratinocitos (MSQ) está formado por una mezcla en 
proporción 2:1 de DMEM:HAM’S F12 (Nutrient mixture HAM, Gibco), suplementado con un 
10% de suero bovino FetalClone II (HyClone, Thermo Fisher Scientific) y 1% de 
penicilina/estreptomicina, conteniendo además toxina colérica (8 ng/ml, Sigma-Aldrich), 
insulina (5 μg/ml, Sigma-Aldrich), adenina (2,4 ng/ml, Sigma-Aldrich), hidrocortisona (0.4 
μg/ml, Sigma-Aldrich) y tirosina-triyodada (1.3 ng/ml, Sigma-Aldrich).  
 
Transcurridos 2-3 días desde la siembra, el MSQ se reemplazó por medio de 
crecimiento de queratinocitos (MCQ) que, además de todos los factores del MSQ, contiene 
factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor (EGF), 10 ng/ml, Sigma-
Aldrich) 208.  
 
 
 
Figura 12. Aspecto de un cultivo primario de queratinocitos humanos y un cultivo de feeder.  
A. Se observan diferentes colonias de queratinocitos (asteriscos) rodeadas de feeder layer. B. Aspecto de 
los fibroblastos humanos tras su irradiación para constituir el feeder. Visualización al microscopio de campo 
luminoso invertido. Barras de escala: 3 µm (A), 1 µm (B). 
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2.2. Líneas celulares  
Las líneas celulares empleadas en este trabajo han sido las siguientes:  
-HEK 293T (células embrionarias de riñón humano) obtenidas de la American Type 
Culture Collection (ATCC CRL-11268) y cultivadas en medio DMEM suplementado con un 
10% de FBS y un 1% de penicilina/estreptomicina. 
-Líneas epiteliales generadas por inmortalización de queratinocitos humanos 
primarios. 
 
Con el fin de inmortalizar los queratinocitos humanos primarios, se realizó una 
incubación de un cultivo celular, presentando una confluencia del 20-30%, con el 
sobrenadante producido por células HEK 293T transfectadas con el vector retroviral 
pLXSN16E6E7 (conteniendo un cassette de expresión para las proteínas E6 y E7 derivadas 
del papilomavirus humano HPV16) (Addgene (Watertown, MA, EE.UU.)), junto con los 
plásmidos que contenían secuencias necesaria para la encapsidación viral (pNG-VL3-MLV-
gag-pol, pNGVL3-4070; Addgene). 
 
Después de la infección, las células se mantuvieron en condiciones de cultivo in vitro, 
como ya se ha descrito, con MCQ y presencia de feeder layer, y se amplificaron mediante 
pases sucesivos a una ratio 1:4. A partir del pase 18 las células se cultivaron en ausencia de 
feeder layer en medio de crecimiento de queratinocitos CnT-57 (CELLnTEC, (Bern, 
Switzerland)).  
 
Para monitorizar la expresión del antígeno E6/E7 del HPV se extrajo la proteína 
total del cultivo celular y se corroboró la presencia de los mismos mediante Western-Blot 
(ver apartado 8. Western-Blot).  
 
Para corroborar que las células inmortalizadas no eran tumorigénicas, se inyectaron 
2x106 células inmortalizadas por vía subcutánea en ratones NMRI- Foxn1nu/nu (ver apartado 
9. Animales de experimentación), que fueron monitorizados diariamente durante las dos 
primeras semanas y, después, dos veces por semana durante un periodo de 3 meses. 
 
 
 
3. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MODELOS 
CELULARES 
3.1. Vectores lentivirales 
En el presente trabajo se ha utilizado un vector lentiviral para la generación de un 
modelo corregido de la enfermedad, mediante la recuperación de la expresión de LEKTI en 
queratinocitos de paciente de SN (Figura 13).  
 
Este vector bicistrónico, INVO-SPINK5-iresGFP, fue amablemente cedido por la 
Dra. Wei-Li Di (University College of London (UCL), Institute of Child Health, Division of 
Infection and Immunity). El vector es portador de una secuencia que codifica para LEKTI 
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humano, bajo el control del promotor de la involucrina humana, junto con una secuencia 
IRES (Internal Ribosome Entry Site) - GFP (proteína verde fluorescente) que permite la 
traducción de GFP de forma independiente de SPINK5.  
 
     
Figura 13. Representación esquemática del vector lentiviral conteniendo la secuencia de 
SPINK5 humano.  
 
 
3.2. Producción de partículas lentivirales 
Las partículas virales se generaron en la línea celular HEK 293T mediante 
transfección transitoria de cuatro plásmidos, utilizando para ello la técnica de precipitación 
por fosfato cálcico (Sigma-Aldrich). Tres de los plásmidos contenían secuencias para la 
síntesis de las proteínas de la cápside viral (pMDLg pRRE, pRSV Rev, pMD2.VSVG; 
Addgene) y el cuarto contenía la secuencia del transgén de interés (construcción descrita en 
3.1). En todos los casos se comprobó que la transfección había tenido una eficiencia cercana 
al 80%, calculada mediante la visualización directa en microscopio invertido de 
fluorescencia bajo luz azul. 
 
 
3.3. Transducción celular con vectores lentivirales 
Los sobrenadantes lentivirales obtenidos en la línea celular HEK 293T se recogieron 
a las 24 y 48 horas después de la transfección, se les añadió polibreno (8 µg/ml, Sigma-
Aldrich) para neutralizar la repulsión de la carga entre los viriones y el ácido siálico en la 
superficie celular, y se filtraron mediante filtros con tamaño de poro de 0,45 μm (Merck). 
 
Posteriormente se realizó la titulación, utilizando la técnica de citometría de flujo, de 
los vectores lentivirales, que fueron usados en las transducciones celulares a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 20.  
 
Para la transducción de cultivos de queratinocitos se realizaron dos ciclos de 
incubación con los sobrenadantes lentivirales de 7 horas a 37ºC y 5% CO2, entre los cuales 
se realizó un ciclo de incubación con medio fresco sin partículas virales overnight (O/N) a 
37ºC y 5% CO2.  
 
El porcentaje de transducción obtenido se determinó por visualización directa en 
microscopio invertido de fluorescencia bajo luz azul y mediante técnicas de 
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos específicos para la detección de la expresión de 
la proteína codificada por el transgén, que fue superior al 80% de células positivas. 
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4. EDICIÓN GÉNICA MEDIANTE SISTEMA DE 
NUCLEASAS CRISPR/Cas9 
4.1. Nucleofección con CRISPR/Cas9 
El sistema de edición génica mediante CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats) cuenta con los siguientes componentes:  
 
-Una enzima endonucleasa Cas9 recombinante de Streptococcus pyogenes que tiene 
la capacidad de generar rotura de doble cadena en el ADN. 
 
-ARN guías (ARNg) que contienen la secuencia específica del ADN diana y forman, 
junto con la endonucleasa Cas9, un complejo de ribonucleoproteína (RNP) para guiar el 
corte dirigido del ADN genómico. En su forma natural, el ARNg consta de dos segmentos 
distintos de ARN: ARN CRISPR (ARNcr, complementario a la secuencia de ADN diana) y 
ARN CRISPR transactivador (ARNtracr, requerido para la formación del complejo ARNcr-
Cas9). 
 
-Motivo adyacente al protoespaciador (PAM), secuencias cortas adyacentes a la 
región de ADN a cortar, ubicadas en la cadena de ADN complementaria a la diana. Estas 
secuencias varían para las proteínas Cas9 de diferentes especies, la PAM para la Cas9 de S. 
pyogenes es 5′-NGG-3 ', donde N es cualquier nucleótido.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Componentes del sistema CRISPR/Cas9.  
El sistema CRISPR/Cas9 comprende un ARNg y una nucleasa Cas9, que juntos forman un complejo de 
RNP. El sitio de escisión está especificado por el ARNg (barra verde), que reconoce 19 ó 20 nucleótidos en la 
hebra opuesta del sitio PAM, lo que permite a la Cas9 hacer una ruptura de doble cadena en el ADN (tijeras) 
localizada a 3-4 nucleótidos del sitio PAM en sentido 3’ del ARNg. Modificado de Integrated DNA Technologies. 
 
 
Los ARNg fueron diseñados utilizando la herramienta bioinformática de diseño de 
CRISPR (http://crispr.mit.edu/) (Tabla 1). Las secuencias fueron seleccionadas de acuerdo 
a su proximidad a la región de corte deseada, siendo adyacentes a un sitio PAM, y la menor 
probabilidad de generar off-targets (modificaciones genéticas no específicas y no 
intencionadas que pueden surgir por el uso de nucleasas dirigidas). 
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 Secuencia ARN guías 5’-3’ Secuencia 
PAM 
Orientación Localización 
 
SPINK5 
1.- GTGCAGTATGACTGAACTCG 
2.- TGCACCAGCTGAGCAATGCA 
GGG  
TGG  
Anti-sentido 
Sentido 
Exón 1  
3.- GCTTTGAGATGTGTGGCAAG 
4.- GCCACACATCTCAAAGCCCT 
AGG 
GGG 
Anti-sentido 
Sentido 
Intrón 1 
 
Tabla 1. Secuencias de los ARN diseñados como guías para el corte de la Cas9.  
Se indica su orientación, localización y las secuencias PAM adyacentes a las mismas. 
 
Los ARNg sintéticos y la Cas9 (Alt-R HiFi) recombinante se adquirieron de 
Integrated DNA technologies (IDT (Coralville, IA, EE.UU.)), y los complejos RNP, 
reconstituidos siguiendo las recomendaciones del fabricante y fueron introducidos en los 
queratinocitos mediante nucleofección, utilizando para ello el sistema de transfección Neon 
(Thermo Fisher Scientific).  
 
Para el proceso de nucleofección, se resuspendieron 1,5x105 queratinocitos en 10 µl 
de Buffer R (Thermo Fisher Scientific) para cada reacción y se agregaron complejos de RNP 
a cada muestra (72,7 pmol de ARNcr:ARNtracr y 10,9 pmol de Cas9, en proporción molar 
6,6:1). Las condiciones de electroporación fueron: 1 pulso/1700 V/20 ms. 
 
 
    
Figura 15. Esquema del complejo CRISPR/Cas9 para SPINK5.  
Las flechas delimitan la secuencia de los ARNg e indican su orientación (sentido o anti-sentido). Las 
líneas discontinuas marcan las secuencias PAM (NGG). Los triángulos señalan el punto de corte de la Cas9 en 
el ADN. 
 
 
 Combinación  
ARNg 
Tamaño 
deleción (pb) 
 
SPINK5 
1 + 3 155 
1 + 4 172 
2 + 3 126 
2 + 4 143 
 
Tabla 2. Tamaño de la deleción generada por la Cas9 según de las combinaciones de ARNg. 
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4.2. Aislamiento de clones editados 
Tras su electroporación, las células se sembraron en placas de 6 pocillos (Corning 
(NY, EE.UU.)) sobre feeder layer, en MCQ suplementado con inhibidor de ROCK Y-27632 
(Sigma Aldrich) a una concentración de 10 µM para evitar la diferenciación celular 221, 222. 
 
Para obtener clones aislados, los queratinocitos se tripsinizaron y se sembraron 
sobre feeder layer en placas de 100 mm de diámetro (Corning) a una densidad de 103 células 
por placa, en MCQ suplementado con inhibidor de ROCK Y-27632 (10 µM).  
 
Los clones celulares se aislaron utilizando cilindros de clonación de poliestireno 
(Sigma Aldrich) y se expandieron para su posterior análisis.  
 
 
 
5. EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
5.1. ADN genómico (ADNg) 
Para la extracción del ADN genómico se partió de 2x106 queratinocitos. Las células 
se lavaron con PBS 1x, se tripsinizaron y centrifugaron a 233g. El pellet de células se 
resuspendió en 700 µl de buffer de lisis (Tris HCl 20 mM, pH 8; EDTA 5 mM, pH 8; NaCl 
400 mM, y SDS 1%). Se agregaron 10 µl de proteinasa K (20 µg/µl, Roche (Basilea, Suiza)), 
y se realizó una incubación a 55ºC en agitación O/N. Tras añadir 4 µl de RNasa (5 µg/µl, 
Roche) se realizó una incubación de 30 min a 37ºC, se precipitó el ADNg mediante 
centrifugación a 9.200g en isopropanol (proporción 1:1, Scharlau (Barcelona, España)) y se 
lavó en etanol al 70% (Scharlau) seguido de centrifugación a 9.200g para eliminar sales 
residuales. El pellet de ADNg se resuspendió en buffer TE 1x (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 
mM, pH 7,5) y se almacenó a 4ºC.  
 
La concentración y calidad del ADNg extraído se determinó mediante 
espectrofotometría utilizando un equipo ND-1000 (NanoDrop). 
 
 
5.2. ADN plasmídico  
La extracción de ADN plasmídico a pequeña escala (miniprep) se realizó a partir de 
2 ml de cultivo bacteriano crecido en fase exponencial en medio LB suplementado con 
ampicilina (100 µg/ml), en el caso de las construcciones para SPINK5 y E6E7, o kanamicina 
(25 µg/ml) en el caso de KLK5. Las bacterias se recolectaron por centrifugación a 16.300g 
durante 10 segundos. El pellet se resuspendió en 200 µl de solución I (Glucosa 50mM; Tris-
Cl 25mM, pH8; EDTA 10mM, pH8) y 4 µl de RNasa (10 mg/ml). Se añadieron 200 µl de 
solución II (NaOH 0,2N, 1% SDS) para la lisis celular, y seguidamente se añadieron 200 µl 
de solución III o de precipitación (60 ml de AcK 5M, 11,5 ml de ácido acético glacial, 28,5 ml 
de H2O) y se centrifugó a 16.300g durante 10 minutos. El ADN plasmídico contenido en el 
sobrenadante resultante se precipitó con 1 ml de etanol absoluto mediante centrifugación a 
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16.100g y 4ºC durante 20 minutos. El precipitado se lavó con etanol al 75% seguido de 
centrifugación, y se resuspendió en 50 µl de buffer TE 1x.  
Para la obtención de ADN plasmídico a gran escala (maxiprep), se siguieron las 
instrucciones especificadas en el kit Plasmid Maxi de purificación de ADN plasmídico por 
columnas de intercambio aniónico (Qiagen (Hilden, Alemania)). La concentración y calidad 
del ADN extraído en ambos casos se determinó mediante espectrofotometría. 
 
 
5.3. ARN 
El ARN total celular se aisló a partir de aproximadamente 3x106 células. Las células 
se lavaron con PBS 1x, se tripsinizaron y se centrifugaron a 233g. El pellet de células se 
resuspendió en 700 µl de Quiazol Lysis Reagent (Qiagen). El ARN se purificó usando el kit 
miRNeasy (Qiagen) basado en la tecnología de membrana de sílica, y finalmente se 
almacenó a -80ºC. 
 
 
5.3.1. Retrotranscripción a ADN complementario (ADNc) 
El ADNc se obtuvo a partir de 5 μg de ARN total mediante una PCR de transcripción 
reversa (RT-PCR), siguiendo las instrucciones especificadas en el kit SuperScript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.)). El ADNc 
resultante se almacenó a -20ºC para su posterior análisis por PCR.  
 
 
 
6. AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN  
La amplificación de los fragmentos de ADN se realizó mediante la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction (PCR)). 
 
El diseño de cebadores se realizó de forma manual con la asistencia de la 
herramienta web Primer 3. Este soporte informático permite seleccionar los cebadores 
idóneos con características óptimas de porcentaje de guaninas y citosinas (GC), 
temperatura de fusión (Temperature melting (Tm)), tamaño del cebador y del producto de 
amplificación, y número de bases complementarias.  
 
Se sintetizaron parejas de cebadores para las regiones de interés en los genes objeto 
de estudio: SPINK5 y KLK5. A continuación se detallan las parejas de cebadores utilizadas. 
 
 
 
Cebadores Tamaño 
banda  
Localización Tm 
ADNg 
SPINK5 
F: AGGGTCTGTGGACTCCATCA 
R: AGCAAGAGGAAGATGAAGAAGAATCT 
636 pb Exón 1-Intrón 1 60ºC 
ADNc 
SPINK5 
F: CGTGCAAAATGATACTGGAAAAAGA 
R: CCTCTGAAAAACGCTGCTTGA 
621 pb Exón 4-Exón 9 63ºC 
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Tabla 3. Cebadores diseñados para la amplificación por PCR de SPINK5.  
ADNg: ADN genómico; ADNc: ADN complementario; F (forward): cebador directo; R (reverse): cebador 
reverso. 
Las concentraciones y volúmenes de los reactivos usados para la reacción de PCR se 
muestran a continuación (Roche). Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 
15 μl. 
 Concentración Volumen 
ADNg / ADNc 40 ng/μl / 125 ng/μl 1,5 μl 
Tampón 10x 1,5 μl 
MgCl2 10-20 mM según los cebadores 1,5 μl 
dNTPs 1,25 mM 2 μl 
Cebadores 10μM 1 μl R + 1 μl F 
Taq ADN polimerasa 
      Fast Start 
5 u/μl 0,15 μl 
H2O mQ - 6,35 μl 
 
Tabla 4. Reactivos utilizados en las reacciones de amplificación (PCR).  
dNTP: desoxinucleótidotrifosfato.  
 
 
Para la amplificación de los fragmentos de ADN se diseñaron programas específicos 
en el equipo Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) para cada pareja de 
cebadores, cuya estructura general es la siguiente: 
 
5 minutos     94oC 
30 segundos 94oC 
30 segundos X + 5oC        x 5 ciclos   
45 segundos 72oC               
30 segundos 94oC 
30 segundos XoC              x 30 ciclos ADNg / 25 ciclos ADNc   
45 segundos 72oC  
7 minutos     72oC 
 
X: Tm específica para cada pareja de cebadores (ver Tabla 3. Cebadores diseñados para la 
amplificación por PCR de SPINK5.Tabla 3). 
  
Tras la amplificación, una alícuota de 5 µl del producto de reacción se resolvió en 
geles de agarosa (agarose D-1 low EEO, Conda (Madrid, España)) del 1,5% en tampón de 
base tris, ácido bórico y EDTA (Tris-Borato-EDTA (TBE)) con 0,005% de bromuro de etidio, 
que fueron examinados utilizando un transiluminador Gel Doc XR+ (Bio-Rad (Hercules, 
CA, EE.UU.)). 
 
 
6.1. Secuenciación automática  
Los fragmentos génicos amplificados por PCR fueron analizados por secuenciación 
automática en el Servicio de Secuenciación Sanger de la Unidad de Genómica (Fundación 
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Parque Científico de Madrid, UCM), utilizando el equipo ABI PRISM 3730 DNA Analyzer 
(Applied Biosystems (Foster City, CA, EE.UU.)). El análisis de secuencias se realizó 
utilizando el programa Sequencher 4.8. 
7. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS CELULARES 
Para la extracción total de proteínas celulares se partió de 2x106 células. Tras dos 
lavados con PBS 1x, las células se lisaron con tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 
mM, EDTA 5 mM y Nonident P-40 Substitute 1% (Roche)) suplementado con un coctel de 
inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) y fosfatasas 
(PhosSTOP, Roche). El lisado celular se incubó en hielo durante 15 minutos y 
posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 16.100g y 4oC. El sobrenadante 
resultante se almacenó a -80oC en alícuotas para evitar ciclos repetidos de congelación-
descongelación. 
 
La concentración de proteínas se determinó mediante el ensayo colorimétrico de 
Bradford (Bio-Rad), midiendo la absorbancia a 595nm. La concentración de proteínas en 
cada muestra se calculó mediante interpolación usando una curva estándar de calibración 
de albúmina de suero bobino (rango 1-25 µg/µl) (BSA, Sigma-Aldrich). 
 
 
 
8. WESTERN-BLOT (WB) 
Mediante electroforesis desnaturalizante, las proteínas totales (20 μg/carril) se 
resolvieron en geles de acrilamida con un gradiente 4-12% NuPAGE Bis-Tris (Invirogen). 
En todos los casos se usó un marcador de peso molecular (3-198 kDa) (SeeBlue, Invitrogen) 
y un voltaje constante de 120 V. Posteriormente, se realizó la transferencia a una 
membrana de nitrocelulosa (0,2 µm de tamaño de poro) (Invitrogen) en cámara húmeda con 
medio de transferencia (Tris-Base 33 mM, Glicina 194 mM y Metanol 20%) a un amperaje 
constante de 0,40 A durante 1 hora y 15 minutos.  
 
Para el bloqueo de los sitios de unión inespecíficos, la membrana se incubó en una 
solución de leche desnatada al 5% en TBS-0,5% Tween20 (Tris-HCl 20mM, NaCl 137 mM, 
pH 7,6) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubó la membrana 
con el correspondiente anticuerpo primario dirigido frente a la proteína de interés diluido 
en una solución de leche desnatada al 0,5% en TBS-0,5% Tween20 (Tabla 5). Para detectar 
la unión del anticuerpo primario, se utilizaron los anticuerpos secundarios específicos de 
especie correspondientes conjugados con la peroxidasa de rábano (horseradish peroxidase, 
HRP) (Tabla 6). Como control de carga se utilizó un anticuerpo frente a la actina, proteína 
estructural del citoesqueleto.  
 
Por último, para visualizar la unión de los anticuerpos se usó un kit de detección de 
luminiscencia (Clarity Western ECL Blotting Substrate, Bio-Rad) basado en la reacción 
específica de la peroxidasa, siguiendo para ello las instrucciones de la casa comercial. La 
señal fue cuantificada utilizando el equipo ChemiDoc MT Imaging System (Bio-Rad). 
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ANTICUERPO 
PRIMARIO 
 Clon/Origen Casa comercial Dilución 
 
Anti-LEKTI Policlonal conejo Cedido por la Dra. Wei-Li Di, 
Londres 
1:1000 
Anti-β-Actina Monoclonal 
ratón / AC-15 
Abcam ab6276 
(Cambridge, Reino Unido)  
1:5000 
 
Tabla 5. Anticuerpos primarios usados en los ensayos de Western-Blot. 
 
 
ANTICUERPO 
SECUNDARIO 
Origen  Especificidad Casa comercial Dilución  
 
Anti-IgG  
(H+L) 
Burro  Ratón Jackson Immunoresearch 
Laboratories 715-035-151 
(Cambridge, Reino Unido) 
1:5000 
Anti-IgG  
(H+L) 
Burro  Conejo  Amersham NA934 
(Amersham, Reino Unido) 
1:5000 
 
Tabla 6. Anticuerpos secundarios usados en los ensayos de Western-Blot. 
 
 
 
9. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Para la generación de los ratones humanizados en piel se utilizaron hembras NMRI-
Foxn1nu/nu (Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle, France) de 6-8 semanas de edad. Esta 
cepa se caracteriza por poseer una mutación autosómica recesiva en el gen Foxn1 
(cromosoma 11), causante de una aplasia del timo que resulta en inmunodeficiencia con una 
población de células T prácticamente inexistente y no funcional. Esta mutación también 
conduce a un defecto de queratinización del folículo piloso y la epidermis, lo que da como 
resultado un fenotipo sin pelo (nude) 223, 224. 
 
Los animales se mantuvieron estabulados durante la duración de los experimentos 
en las instalaciones del animalario del Centro de Investigaciones Energéticas y 
Medioambientales (CIEMAT, Centro de Usuarios de Animales de Experimentación, número 
de registro ES280790000183) en condiciones estériles, con un máximo de 5 animales por 
jaula y manejados en cabinas de flujo laminar de clase II.  
 
Las jaulas, de tipo II, se encontraban en estado controlado de humedad de 55 ± 15%, 
temperatura de 20 ± 2ºC, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y condiciones específicas de 
esterilidad: 
- Aire filtrado individualmente a través de filtros HEPA con al menos 16 renovaciones por 
hora. 
- Alimentación ad libitum con pienso irradiado (25 KGy) SAFE R04 (SAFE, Villemoisson-
sur-Orge, Francia). 
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- Agua de bebida irradiada con luz ultravioleta y con al menos 4 partes por millón de cloro 
residual libre. 
- Viruta y pellets blandos esterilizados térmicamente. 
La presencia de patógenos murinos fue controlada de manera rutinaria de acuerdo 
con los procedimientos recomendados por la Federación Europea de Sociedades para las 
Ciencias del Animal de Laboratorio (FELASA).  
 
Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo a la 
Normativa Europea y Española vigente y cumpliendo con las regulaciones de la protección y 
el uso de animales en experimentación (Ley 32/2007 para el cuidado de animales; Real 
Decreto 1386/2018 del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación sobre protección de 
los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos; Convenio ETS 123 del 
Consejo de Europa sobre el uso y protección de animales vertebrados utilizados para 
experimentación y otros propósitos científicos). Los procedimientos fueron aprobados por el 
Órgano Encargado del Bienestar Animal (OEBA) del CIEMAT, de acuerdo con todas las 
directrices externas e internas de bioseguridad y bioética. 
 
 
 
10. PIEL BIOINGENIERIZADA HUMANA Y TRASPLANTE 
A RATONES INMUNODEFICIENTES 
10.1. Preparación de la piel bioingenierizada humana 
La preparación de la piel bioingenierizada humana está basada en el uso de una 
matriz dérmica rica en fibrina 208, 206, 207, 225, tal y como se esquematiza en la Figura 16.  
El fibrinógeno se obtuvo por crioprecipitación de plasma de sangre de cerdo. El 
plasma fue proporcionado por la Unidad de Cirugía Experimental del Instituto de 
Investigación Hospital Universitario La Paz (IdiPAZ, Madrid). El plasma se sometió a 3 
ciclos de congelación (-80ºC) y descongelación (4ºC) para obtener el crioprecipitado, que se 
centrifugó a 2.850g durante 15 minutos a 4°C. El sedimento generado se resuspendió en 
NaCl al 0,9% y se incubó a 37°C para disolver completamente el fibrinógeno.  
 
Para generar el componente dérmico, se resuspendieron 1,5x105 fibroblastos 
humanos de donante sano en MSQ suplementado con 2,5 U de trombina de plasma humano 
(Sigma-Aldrich) diluida en CaCl2 0,025 mM (Sigma-Aldrich) y solución de fibrinógeno 
(crioprecipitado), y la mezcla se distribuyó rápida y homogéneamente en un pocillo de 
placas de 6 pocillos, donde se dejó coagular en estufa a 37°C durante al menos 2 horas.  
 
Posteriormente, se añadió sobre el gel MSQ y se incubó a 37°C, O/N. Tras este 
periodo, los queratinocitos se sembraron en MSQ sobre la matriz de fibrina 
(aproximadamente 1,5x106 queratinocitos por gel). 
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A las 48 horas se retiró el medio de la superficie y se añadió MCQ, y cuando los 
queratinocitos alcanzaron la confluencia, se realizó un trasplante ortotópico de la piel 
bioingenierizada a ratones inmunodeficientes. 
 
 
Figura 16. Generación de piel bioingenierizada humana.  
Establecimiento de cultivos primarios de fibroblasto y queratinocitos obtenidos a partir de biopsias de 
piel. Los fibroblastos se embeben en una matriz rica en fibrina procedente de plasma sanguíneo. Se genera así 
una dermis artificial bioingenierizada en la que los fibroblastos se disponen tridimensionalmente y sobre la que 
se siembran los queratinocitos que constituyen el componente epidérmico.  
 
 
 
10.1.1. Trasplante de la piel bioingenierizada humana 
Los modelos animales humanizados en piel se obtuvieron mediante el trasplante de 
la piel bioingenierizada humana a ratones inmunodeficientes, siguiendo un procedimiento 
previamente descrito en nuestro laboratorio 206, 207, 215 y que se esquematiza en la Figura 17. 
Los grupos experimentales contaban con una n mínima de 6 animales. 
El procedimiento quirúrgico se llevó a cabo empleando un protocolo disociativo de 
anestesia, seguro, eficaz y reversible, inducido por una combinación de sedantes 
administrados por vía intraperitoneal: medetomidina (0.8 µg/gr de peso; Domtor, Pfizer 
(NY, EE.UU.)) y ketamina (0.1 mg/gr de peso; Ketolar, Pfizer). Para revertir el efecto 
anestésico se inyectó atipamezol (2 μg/gr de peso; Antisedan, Pfizer).  
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Bajo anestesia, y tras desinfectar la zona a trasplantar, se realizó una herida 
circular en el lomo del animal, por debajo de la inserción del folículo piloso y justo por 
encima de la fascia muscular, y del mismo tamaño que la piel bioingenierizada a 
trasplantar (12 mm de diámetro aproximadamente) (Figura 17.A). La piel retirada se 
desvitalizó, sometiéndola a tres ciclos de congelación en nitrógeno líquido alternados con 3 
ciclos de descongelación por calentamiento en baño a 37ºC (Figura 17.B).  La piel 
bioingenierizada se despegó de la superficie de la placa de cultivo y se colocó en localización 
ortotópica sobre la herida generada en el ratón (Figura 17.C).  
A continuación, la piel bioingenierizada humana se cubrió con la piel desvitalizada 
de ratón, que se fijó a los bordes de la herida mediante sutura no absorbible estéril 
(MERSILK Seda Trenzada 5-0. Ethicon Inc.) (Figura 17.D-F). La piel desvitalizada, que se 
desprende en forma de costra en torno a las 2-3 semanas, constituye un apósito biológico 
que protege y cubre la piel bioingenierizada durante el proceso de toma (Figura 17.G).   
Entre 8 y 12 semanas después del trasplante, la piel humana regenerada al lomo de 
los ratones ha completado su diferenciación y recapitula las principales características 
clínicas e histológicas de la piel humana nativa tanto a nivel dérmico como epidérmico. A 
este animal de experimentación portador de piel humana se le denomina ratón humanizado 
en piel (Figura 17.H-I).  
Una de las ventajas de este modelo es que se puede obtener, en un periodo de tiempo 
relativamente corto, un grupo de animales, portadores de piel procedente de una misma 
biopsia. 
 
 
 
Figura 17. Trasplante de la piel bioingenierizada humana a ratones inmunodeficientes.  
A-B. Tras realizar una herida en el lomo del animal previamente anestesiado, la piel del ratón retirada 
se desvitaliza mediante tres ciclos de congelación/descongelación. C-F. La piel bioingenierizada humana se 
trasplanta de forma ortotópica a la herida generada y posteriormente se cubre con la piel desvitalizada, 
suturándola al borde de la herida. G. La piel desvitalizada se desprende de forma natural en torno a las 2-3 
semanas post-trasplante. H-I. Transcurridas 8-12 semanas tras el trasplante, la piel humana regenerada ha 
completado su maduración. Se muestra el aspecto de dos ratones humanizados en piel, generados a partir del 
trasplante de pieles bioingenierizadas que contienen células procedentes de biopsia de donantes sanos de origen 
africano (H) y caucásico (I). Modificado de Carretero 2013 217. 
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10.2. Cultivo organotípico de piel 
A través del cultivo organotípico se puede generar y mantener in vitro piel 
reconstruida con características uniformes de diferenciación y morfogénesis epidérmica. 
Generar estos  cultivos de  manera reproducible es de  gran importancia  para llevar a cabo 
estudios sobre biología de la piel, estudios preclínicos así como pruebas  
farmacotoxicológicas 226. 
 
Para la generación de los modelos organotípicos de piel, se resuspendieron 105 
fibroblastos humanos en MSQ. Se adicionó 2,5 U de trombina de plasma humano (Sigma-
Aldrich) diluida en CaCl2 (0.025 mM), aprotinina (800 μg/ml) (Amchafibrina, Fides 
Ecopharma (Barcelona, España)) y fibrinógeno procedente de crioprecipitado de plasma de 
cerdo. Se colocó la mezcla en un inserto para placas de 6 pocillos, con membrana de 
poliéster con poro de 1 μm de diámetro (Falcon Cell Culture Insert, Corning) (Figura 18.B-
C). Se dejó gelificar en estufa a 37ºC durante 2 horas y se añadió MSQ sobre la superficie 
del gel y debajo del inserto (Figura 18.A).  
 
Tras incubación O/N a 37ºC y 5% CO2, se sembraron los queratinocitos a una 
densidad de 106 células/pocillo en MSQ (Figura 18.A). A las 24 horas de cultivo, se cambió el 
medio MSQ por MCQ.  
 
Cuando los queratinocitos alcanzaron una confluencia cercana al 100%, se trasladó 
el inserto a placas de pocillos profundos (Deep-Well Plates, Corning), que permiten el 
crecimiento de cultivos de una gran cantidad de células en una superficie reducida, donde 
se indujo la estratificación de los queratinocitos mediante exposición a interfase aire-líquido 
(Figura 18.A).  
 
Para ello, se retiró de la superficie del cultivo el MCQ y se adicionó debajo del inserto 
medio de diferenciación de queratinocitos (MDQ), compuesto por DMEM y HAM’S F-12 en 
proporción 2:1, suplementado con 0,5% de FBS, así como insulina (5 μg/ml), toxina colérica 
(8ng/ml), hidrocortisona (0,4 μg/ml), adenina (2,4 ng/ml), tirosina triyodada (1.3 ng/ml), 1% 
de penicilina/estreptomicina, EGF (1,5 ng/ml) y ácido ascórbico (50 μg/ml).  
 
Los equivalentes organotípicos de piel se mantuvieron en interfase aire-líquido para 
su diferenciación, renovando el MDQ 2 veces por semana, durante 2-3 semanas en estufa a 
37ºC hasta su completa estratificación (Figura 18.D).  
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Figura 18. Cultivo organotípico de piel. 
A. Fases del cultivo organotípico de piel. En cada inserto se generó una matriz rica en fibrina, 
conteniendo 105 fibroblastos humanos. Tras incubación O/N a 37ºC y 5% CO2, se sembraron 106 queratinocitos 
humanos en MSQ sobre la matriz. A las 24h se sustituyó el MSQ por MCQ, que se renovó hasta que estos 
alcanzaron una confluencia cercana al 100%, momento en el que se expusieron a interfase aire-líquido, retirando 
el medio de la superficie y sustituyendo el medio bajo el inserto por MDQ, para inducir el proceso de 
diferenciación epidérmica. Modificado de Oh y cols. 2013 227. B. Representación esquemática del cultivo 
organotípico de piel. C. Aspecto real del inserto (Falcon Cell Culture Insert, Corning). D. Apariencia de un 
equivalente organotípico de piel con estratificación completa transcurridas 2 semanas y media en exposición a 
interfase aire-líquido. 
 
 
 
11. TRATAMIENTO TÓPICO CON SFTI-I10H  
11.1. Ratones humanizados en piel  
Para el tratamiento tópico de los ratones humanizados en piel, el inhibidor de 
proteasas SFTI-I10H fue emulsionado en una crema y se aplicó sobre la piel humana 
regenerada.  
 
La emulsión, del tipo emulsiones de aceite en agua (oil-in-water, o/w), se formuló 
incorporando agua sobre una base grasa (soft-care 1722) a una temperatura comprendida 
entre 60-65 ºC. La emulsión también contiene alcohol cetílico para estabilizar la grasa y 
glicerol para homogeneizar la fase grasa y la fase acuosa, siguiendo el formulario Acofarma 
para preparaciones oficinales de dermofarmacia (Tabla 7). No se adicionó factor hidratante 
para asegurar que la crema actuara únicamente como vehículo. 
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Base soft-care 
1772 
19g 
 
Alcohol Cetílico       0,5 g 
 
Glicerol 3g 
 
Agua destilada        100g 
 
 
Tabla 7. Composición de la emulsión para el tratamiento tópico del inhibidor de proteasas.  
 
El inhibidor SFTI-I10H (cedido amablemente por la Dra. Wei-Li Di (UCL)) se diluyó 
en PBS 1x a una concentración de 800 µg/ml. En el momento de la aplicación, se 
combinaron 25 µl del inhibidor con la emulsión en proporción 1:1. Como control negativo se 
utilizó la base de la emulsión sin el inhibidor, adicionando 25 µl de PBS 1x. 
La aplicación tópica de la emulsión se realizó sobre la piel humana regenerada con la 
ayuda de una espátula. Los ratones se mantuvieron bajo anestesia durante al menos 20 
minutos para permitir la absorción completa de la crema. 
Se realizó una aplicación diaria durante cuatro días, y trascurridas 48h se recogió el 
tejido tratado, que fue fijado y procesado para su análisis histológico posterior. 
 
 
11.2. Cultivos organotípicos de piel 
En el caso de los sistemas organotípicos, el inhibidor SFTI-I10H diluido en PBS 1x, 
se aplicó homogéneamente con la ayuda de una pipeta sobre la superficie del cultivo, que se 
mantuvo en cabina de flujo laminar hasta la completa absorción del inhibidor. A los 
controles negativos se les añadió el mismo volumen de PBS 1x sin contener el inhibidor. 
 
En cultivos organotípicos de una semana de diferenciación, se realizaron 3 
aplicaciones con un intervalo de 48 horas entre ellas, y 24 horas tras el tercer tratamiento, 
los cultivos organotípicos se procesaron para su análisis histológico posterior (ver apartado 
13.1). 
 
 
 
12. TOMA DE MUESTRAS CUTÁNEAS 
Antes de la toma de muestras, se realizó una fotografía del aspecto macroscópico de 
la piel humana regenerada en el modelo de ratón humanizado en piel, utilizando para ello 
una cámara acoplada a lupa (Olympus (Tokio, Japón)). La eutanasia de los animales se 
llevó a cabo por inhalación de CO2, cumpliendo en todo momento los criterios de eutanasia 
del OEBA del CIEMAT, así como las recomendaciones de FELASA. Con ayuda de un bisturí 
se recogieron muestras rectangulares de tejido conteniendo el trasplante, así como zonas 
adyacentes de origen murino.  
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13. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y TÉCNICAS 
HISTOLÓGICAS 
13.1. Procesamiento de las muestras 
Tanto en el caso de la piel humana regenerada en ratón, como de los cultivos 
organotípicos de piel, las muestras se dividieron en dos partes iguales, las cuales fueron 
sometidas a: 
  
1. Fijación en formaldehído al 4% (tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol) 
(PanReac AppliChem (Barcelona, España)) durante 24 horas a temperatura ambiente, con 
posterior lavado en H20 y mantenimiento en PBS 1x. Seguidamente, utilizando un 
procesador de tejidos Citadel 1000 (Thermo Fisher Scientific), las muestras se 
deshidrataron mediante incubaciones sucesivas en soluciones con concentraciones 
crecientes de etanol, y posteriormente se aclararon en Histo-clear (National Diagnostics 
(Atlanta, GA, EE.UU.)). Una vez procesadas, las muestras se incluyeron en parafina (Vogel 
Histo-comp (Giessen, Germany)).  
 
Los bloques de parafina se seccionaron a lo largo de toda su extensión con un 
microtomo RM2255 (Leica (Wetzlar, Alemania)), obteniéndose cortes seriados de 5 μm de 
grosor que se recogieron en portaobjetos cubiertos por poli-L-lisina (Thermo Fisher 
Scientific). El proceso de desparafinado se llevó a cabo mediante incubación en estufa a 
56ºC durante 15 minutos, seguido de varios aclarados en Histoclear y re-hidratación con 
concentraciones decrecientes de etanol (Scharlau).  
 
2. Congelación a -80ºC de las muestras incluidas en un medio que proporciona la 
temperatura óptima de corte, Tissue-Tek (Optimal Cutting Temperature (OCT), Sakura 
Finetek (Tokio, Japón)). Para su análisis, se realizaron cortes histológicos de 8-10 μm de 
grosor utilizando un criostato CM1850UV (Leica). 
 
 
13.2. Técnicas histológicas 
13.2.1. Tinción Hematoxilina-eosina (H&E) 
Para determinar la arquitectura tisular, las secciones desparafinadas se tiñeron con 
Hematoxilina-Eosina (Thermo Fisher Scientific) siguiendo un protocolo clásico previamente 
descrito por Lillie 228. Es un método de tinción en dos etapas, la primera consistente en una 
tinción nuclear por un colorante básico (hematoxilina) y la segunda en una tinción 
citoplasmática por un colorante xantenico ácido (eosina). Así los núcleos aparecen en color 
azul/púrpura y las estructuras y matrices celulares de carácter catiónico adquieren una 
gradación entre el rosa y el rojo. 
 
 
13.2.2. Inmunohistoquímica (IHQ) 
Para el análisis inmunohistoquímico, los cortes desparafinados fueron tratados con 
peróxido de hidrógeno al 0,3% en metanol durante 10 minutos para bloquear la actividad 
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peroxidasa endógena. Cuando el anticuerpo primario lo requería, se realizó el 
desenmascaramiento antigénico previo con el objeto de romper los enlaces producidos 
durante el proceso de fijación con aldehídos. La recuperación antigénica se realizó mediante 
inmersión en solución de tampón citrato pH 6.0 y tratamiento térmico en horno microondas 
(750 W hasta ebullición + 80 W durante 15 minutos). 
 
El bloqueo de las uniones inespecíficas se llevó a cabo incubando los cortes en 
solución de bloqueo conteniendo suero de caballo (HS) al 5% (Gibco) y BSA al 0,5% en PBS 
1x, durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, las secciones se incubaron O/N 
a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en PBS 1x conteniendo 1% de 
HS y BSA al 0,2%. Los anticuerpos primarios utilizados en este estudio, así como las 
diluciones empleadas, se detallan en la siguiente tabla. 
 
ANTICUERPO 
PRIMARIO 
Origen / Clon Casa comercial Dilución 
 
Anti-Involucrina Monoclonal ratón / SY-5 Sigma-Aldrich I9018 1:100 
Anti-KLK5 Policlonal ratón Abnova B01P 1:50 
Anti-LEKTI Policlonal conejo Cedido por la Dra. Wei-Li Di, 
Londres 
1:1000 
Anti-Keratina 10 Monoclonal ratón / 
RKSE60 
Santa Cruz Biotechnology  
sc-23877 (Dalas, TX, EE-
UU.) 
1:100 
Anti-Loricrina Policlonal conejo Covance PRB-145P 
(Princeton, NJ, EE.UU.) 
1:300 
Anti-Psoriasina 
(S-100 A7) 
Monoclonal ratón / 
47C1068 
Imgenex NB100-56559 
(San Diego, CA, EE.UU.) 
1:200 
 
Tabla 8. Anticuerpos primarios usados para caracterizar el componente epitelial de los 
trasplantes y cultivos organotípicos de piel mediante IHQ.  
 
 
Tras realizar 3 lavados de 10 minutos en solución de lavado (PBS1x + Tween20 al 
0,05%), las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el 
correspondiente anticuerpo secundario biotinilado. 
 
ANTICUERPO 
SECUNDARIO 
Origen Especificidad Casa comercial Dilución  
 
 
Anti-IgG (H+L) 
 
Burro  
 
Ratón  
Jackson 
Inmunoresearch 
Laboratories  
715-065-151 
 
1:500 
 
Anti-IgG (H+L) 
 
Burro  
 
Conejo  
Jackson 
Inmunoresearch 
Laboratories  
711-065-152 
 
1:500 
 
Tabla 9. Anticuerpos secundarios usados en los ensayos de IHQ. 
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Tras el lavado de las muestras, la detección del anticuerpo se realizó mediante el 
sistema avidina/estreptavidina-peroxidasa, utilizando el Kit Vectastain ABC (Avidin-Biotin 
Complex, Vector Laboratories (Burlingame, CA, EE.UU.). Para ello se empleó DAB (3,3’ 
diaminobencidina, Vector Laboratories) como sustrato cromogénico, y peróxido de hidrógeno 
como catalizador de la reacción. La reacción química se paró con agua, controlando la 
exposición mediante su visualización al microscopio óptico.  
 
Posteriormente, las muestras se contratiñeron con hematoxilina, para visualizar los 
núcleos celulares, y se deshidrataron en soluciones acuosas que contenían porcentajes 
crecientes de etanol. Finalmente, los cristales fueron sumergidos en Histoclear (National 
Diagnostics) durante 15 minutos y se montaron con Shandon Xylene Substitute Mountant 
(Thermo Fisher Scientific).  
 
 
13.2.3. Inmunofluorescencia (IF) 
Tejidos 
Los cortes de congelación se fijaron durante 20 minutos en acetona a -20ºC. A 
continuación, se bloquearon las uniones inespecíficas y se incubaron los anticuerpos 
primarios utilizando los mismos protocolos empleados en la técnica de IHQ. Los anticuerpos 
primarios utilizados se detallan a continuación. 
 
ANTICUERPO 
PRIMARIO 
Origen / Clon Casa comercial Dilución 
 
Anti-PAR2 Monoclonal conejo / 
EPR13675 
Abcam ab180953 1:50 
Anti-TSLP Policlonal conejo LSBio LS-B3208  
(Seattle, WA, EE.UU.) 
1:50 
Anti-DSG1 Policlonal conejo Santa Cruz Biotechnology sc-
20114 
1:50 
 
Tabla 10. Anticuerpos primarios usados para caracterizar el componente epitelial de los 
trasplantes y cultivos organotípicos de piel mediante IF.  
 
Posteriormente, las muestras se incubaron durante 1 hora, a temperatura ambiente 
y en oscuridad, con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado a fluoróforo. 
 
ANTICUERPO 
SECUNDARIO 
Fluoróforo Origen Especificidad Casa 
comercial 
Dilución  
 
Anti-IgG (H+L) Alexa Fluor 
488 
Cabra Ratón  Invitrogen 
A11001 
1:1000 
Anti-IgG (H+L) Alexa Fluor 
488 
Cabra  Conejo  Invitrogen 
A11034 
1:1000 
Anti-IgG (H+L) Alexa Fluor 
594 
Cabra Conejo  Invitrogen 
A11012 
1:2000 
 
Tabla 11. Anticuerpos secundarios usados en los ensayos de IF. 
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Entre las incubaciones se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS 1x. 
Finalmente, las muestras se montaron con Mowiol (Sigma-Aldrich) conteniendo el colorante 
diamidino-2-fenil-indol (0,25 ng/ml) (DAPI, Roche), para la visualización de los núcleos, y 
2,5% de 1,4-diazabicyclo-[2.2.2] octane (DABCO, Sigma-Aldrich) para evitar el fenómeno de 
quenching o decaimiento de la fluorescencia. 
 
 
  Células 
Las células (5x104 células/pocillo, aproximadamente) se sembraron sobre 
cubreobjetos de cristal estériles (12 mm de diámetro) en placas de 24 pocillos (Corning). La 
fijación se llevó a cabo con paraformaldehído al 4% durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. 
 
Posteriormente, se lavaron los cristales con TBS 1x y se bloquearon las uniones 
inespecíficas con TBS 1x conteniendo BSA al 1%, durante 1 hora a 37°C. Las muestras se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluido en TBS 1x conteniendo BSA 
al 0,1%, durante 30 minutos a 37°C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los 
siguientes:  
 
ANTICUERPO 
PRIMARIO 
Origen / Clon Casa comercial Dilución 
 
Anti-KLK5 Policlonal ratón Abnova B01P 1:250 
Anti-LEKTI Policlonal conejo Cedido por la Dra. Wei-Li Di, 
Londres 
1:1000 
 
Tabla 12. Anticuerpos primarios usados para caracterizar las células mediante IF.  
 
 
Los cristales se lavaron 3 veces con TBS 1x y se incubaron con el anticuerpo 
secundario acoplado a fluoróforo correspondiente durante 30 minutos a 37°C y en oscuridad 
(Tabla 11). Después de 3 lavados con TBS 1x, se incubaron con DAPI (0,25 ng/ml) diluido en 
TBS 1x durante 3 minutos. El montaje de las muestras se realizó sobre portaobjetos 
utilizando ProLong (Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher Scientific).  
 
 
13.2.4. Zimografía in situ  
Con objeto de medir la actividad proteasa total en la piel, se realizó el ensayo de 
zimografía in situ utilizando criosecciones de tejido y de cultivos organotípicos de piel. Las 
secciones se lavaron con TBS 1x conteniendo Tween20 al 2% durante 2 minutos, y a 
continuación con TBS 1x durante 5 minutos.  
 
Posteriormente se incubaron con un sustrato específico de proteasas, derivado de 
caseína y conjugado con el fluoróforo BODIPY-FL (10 μg/mL) (EnzChek Protease Assay kit; 
Invitrogen), diluido en buffer Tris-HCl (10 mM, pH 7,8), en estufa húmeda y oscuridad, a 
37ºC O/N 185, 229. 
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Las muestras se lavaron nuevamente con TBS 1x durante 5 minutos y se montaron 
con Mowiol conteniendo DAPI (0,25 ng/ml) y 2,5% de DABCO. 
 
 
 
14. ANÁLISIS DE IMAGEN 
14.1. Microscopía óptica  
Todas las secciones de tejido procesadas para técnicas histológicas e 
inmunohistoquímicas se visualizaron en un microscopio Olympus BX 41 y se fotografiaron 
utilizando una cámara digital Olympus DP21 acoplada al mismo. 
 
 
14.2. Microscopía de fluorescencia  
Las imágenes de IF se obtuvieron con una cámara digital AxioCam MRm acoplada a 
un microscopio Zeiss Axioplan 2 imaging, equipado con fuente de epifluorescencia ebq 100 
isolated (LEJ JENA GmbH) y filtros adecuados. Para la captura de imágenes se utilizó el 
programa de análisis de datos AxioVision versión 4.6.3 (Carls Zeiss (Oberkochen, 
Alemania)).  
 
 
14.3. Densitometría 
Para el análisis del porcentaje de eficiencia de deleción de la Cas9, se realizó una 
densitometría del resultado de la PCR usando el programa de análisis de imágenes 
Quantity One Versión 29.0.0. 
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1. CARACTERIZACIÓN DEL PACIENTE DE SN 
La mayoría de las mutaciones de SPINK5 son mutaciones nulas que predicen la 
ausencia completa de la síntesis de LEKTI, lo que se confirma mediante la inmunotinción 
negativa de LEKTI en secciones de piel de biopsias de los pacientes. Sin embargo, 
determinadas mutaciones en los sitios de corte y empalme del gen SPINK5 permiten que se 
expresen determinados dominios del polipéptido, lo que resulta en un fenotipo más leve en 
estos pacientes 154, 99. En estos casos se observa una expresión reducida y discontinua de 
LEKTI mediante técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) en secciones obtenidas de biopsias 
de piel, como ocurre en el caso del paciente objeto de estudio de esta memoria (Figura 19). 
A su vez, la tinción con H&E mostró que frente a una sección de piel de donante sano 
que presenta una morfología y un patrón de diferenciación y proliferación de la epidermis 
normales, en la biopsia del paciente se observó un fenotipo epidérmico claramente 
patológico con signos de papilomatosis, hiperproliferación y diferenciación alterada, SC 
apelmazado y desprendido, e hipogranulosis subyacente (Figura 19). 
 
 
Figura 19. Análisis histológico de biopsias de piel de donante sano y paciente de SN. 
La tinción con H&E muestra la arquitectura epidérmica representativa de la patología en secciones de 
biopsia de paciente de SN en comparación con secciones de biopsia de donante sano (Ctrl). El análisis por IHQ 
de la expresión de LEKTI a nivel epidérmico refleja que LEKTI se expresa en los estratos superiores de la 
epidermis en una biopsia de piel procedente de un donante sano, mientras que en la biopsia del paciente de SN 
se observa una expresión reducida y parcheada (flechas), corroborando el diagnóstico de SN. Barra de escala: 
100 µm. 
 
 
El estudio de la expresión de LEKTI a nivel celular se llevó a cabo mediante 
Western-Blot (WB) e inmunofluorescencia (IF). El ensayo de WB reveló la presencia de una 
proteína truncada en extractos obtenidos de queratinocitos del paciente de SN, con la 
ausencia total, al menos a niveles detectables con esta técnica, de la banda de 65-68 kDa 
correspondiente al fragmento bioactivo D10-D15 (Figura 20.A). A su vez, este resultado se 
corroboró mediante IF utilizando un anticuerpo específico frente a LEKTI, tanto  en 
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queratinocitos obtenidos de paciente (HKSN) como de donante sano (HK Ctrl) (Figura 20.B), 
donde los primeros presentaron una clara reducción de la expresión de la proteína. 
 
 
 
 
Figura 20. Análisis de la expresión de LEKTI en células HKSN. 
Análisis de la expresión de LEKTI mediante WB (A) e IF (B) en queratinocitos de paciente de SN 
(HKSN) y queratinocitos de donante sano (HK Ctrl). A. Las células del paciente muestran un patrón de 
expresión de proteína deficiente del fragmento bioactivo D10-D15. Se utilizó el anticuerpo anti-β-actina para el 
control de carga. B. La IF muestra una clara disminución de la expresión de LEKTI en las células del paciente 
de SN en comparación con queratinocitos de donante sano. Se visualiza en rojo LEKTI y en azul los núcleos 
marcados con DAPI. Barra de escala: 50 µm.   
 
 
 
2. GENERACIÓN Y ESTUDIO HISTOLÓGICO DE UN 
MODELO HUMANIZADO DE SN A PARTIR DE 
QUERATINOCITOS HUMANOS DE PACIENTE: HKSN 
2.1. Modelo de ratón humanizado en piel para el SN 
 Con objeto de generar un modelo fidedigno que recapitule las características  del SN, 
seguimos la estrategia desarrollada en nuestro laboratorio para la obtención de modelos 
humanizados de enfermedades de piel 218, utilizando para ello la metodología previamente 
descrita basada en el trasplante de equivalentes cutáneos desarrollados por bioingeniería 
de tejidos a mediante digestión enzimática inmunodeficientes 206, 207 (ver apartado 10.1 de 
Materiales y Métodos).  
 
Para ello, se utilizaron queratinocitos obtenidos mediante digestión enzimática de 
una biopsia procedente del paciente de SN previamente descrito (HKSN), que fueron 
posteriormente amplificados en cultivo. Se generaron pieles bioingenierizadas utilizando 
una matriz de fibrina en la que se embeben fibroblastos neonatales humanos, y sobre la que 
se cultivan los HKSN hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, estas pieles 
bioingenierizadas son trasplantadas de forma ortotópica en el lomo de ratones 
inmunodeficientes, donde tras 8-12 semanas después del trasplante se regenera la piel 
humana madura.  
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El análisis macroscópico de los trasplantes demostró que la piel humana regenerada 
presentaba una apariencia semejante a la de la piel de los pacientes de SN, observándose la 
descamación característica de la patología. Mediante tinción con H&E se comprobó que las 
secciones procedentes de los trasplantes realizados a partir de los HKSN presentaban la 
arquitectura epidérmica característica descrita en las biopsias de pacientes de SN 205. El 
análisis inmunohistoquímico mediante el marcaje con un anticuerpo específico frente a 
involucrina humana confirmó el origen humano de la piel regenerada. 
 
 
Figura 21. Modelo de ratón humanizado en piel para el SN a partir de HKSN.  
Se observa el aspecto macroscópico de la piel humana regenerada en ratones inmunodeficientes a partir 
de queratinocitos procedentes de biopsia de donante sano y de paciente de SN. La tinción con H&E muestra la 
arquitectura epidérmica representativa de la patología en secciones de trasplante HKSN en comparación con 
secciones de trasplante HK Ctrl. Mediante una IHQ para involucrina humana (INV-H) en una sección de 
trasplante HKSN se demuestra el origen humano de la piel regenerada. Barras de escala: 100 µm. 
 
 
Además, se realizó una IHQ para la detección de LEKTI, proteína considerada como 
criterio diagnóstico en los mapeos antigénicos del SN. A diferencia de lo observado en un 
trasplante HK Ctrl, donde esta proteína se distribuye de modo uniforme en las capas 
superiores del SE y el SG, en los trasplantes HKSN se observó la ausencia de expresión de 
LEKTI, consistente con la observada en la biopsia de diagnóstico. 
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Figura 22. Análisis de la expresión de LEKTI en los trasplantes HKSN. 
El marcaje nulo de LEKTI en los trasplantes HKSN verifica la transferencia del fenotipo del SN a los 
modelos humanizados en piel mediante el uso de células de paciente de SN, en comparación con trasplantes 
generados a partir de células de piel procedentes de donante sano, en los que LEKTI presenta una expresión 
continua en las capas superiores de la epidermis. Barra de escala: 100 µm. 
 
 
De esta manera, el modelo de ratón humanizado en piel para el SN recapituló las 
principales características histopatológicas de la enfermedad, brindando una herramienta 
excepcional para la comprensión del SN, así como para la realización de estudios preclínicos 
encaminados al tratamiento de esta enfermedad.   
 
Con el objeto de completar la caracterización del modelo, se analizaron diversos 
marcadores de diferenciación epidérmica, tales como queratina 10 (K10) y loricrina. 
Asimismo, se estudiaron otros marcadores asociados a hiperproliferación como psoriasina, 
los relacionados con descamación como KLK5 y su efecto en la degradación de las proteínas 
de adhesión transmembrana mediante el análisis de DSG1. Analizamos también la ruta 
pro-Th2 iniciada por la KLK5 a través de la expresión de PAR2 y TSLP. 
  
Con respecto a la maduración del epitelio, en los trasplantes  HK Ctrl se observó la 
expresión de K10 en todas las capas suprabasales del epitelio, lo cual indica una 
diferenciación temprana normal, en comparación con los trasplantes generados a partir de 
HKSN, donde la expresión de K10 queda confinada a las capas suprabasales más externas 
de la epidermis (Figura 23).  
 
Mientras que los trasplantes HK Ctrl mostraron una expresión continua de loricrina 
en el SG superior, la expresión de dicha proteína se vio alterada en los trasplantes HKSN, 
donde presentó una distribución parcheada que se extiende en determinadas áreas a capas 
superiores del SE. Esto indica una alteración en la diferenciación terminal y por tanto en el 
ensamblaje de la envoltura cornificada llevando a una cornificación inmadura, lo que 
resulta en una reducción drástica de la  función barrera en pacientes de SN 230, 231, 232. 
 
La tinción para psoriasina mostró una imagen consistente con marcada 
hiperproliferación en la epidermis de los trasplantes HKSN. 
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Figura 23. Marcadores de diferenciación y proliferación en los trasplantes HKSN. 
Análisis de la expresión mediante IHQ de los marcadores de diferenciación (K10 y loricrina) y 
proliferación (psoriasina) epidérmica en un trasplante HK Ctrl y un trasplante HKSN. La distribución de la K10 
en la epidermis del trasplante HKSN muestra una expresión confinada a las capas superiores de la epidermis, 
indicando alteración de la diferenciación temprana. La loricrina muestra una distribución aumentada pero 
difusa en el SG y SE superior de la epidermis del trasplante HKSN, apareciendo zonas de expresión discontinua 
(flechas), indicando una alteración en el proceso de la diferenciación tardía. La expresión de la psoriasina se ve 
aumentada en los trasplantes HKSN involucrando a varias capas del SE, indicando el estado hiperproliferativo 
que tiene lugar en la epidermis del SN.  Barra de escala: 100 µm. 
 
 
Los trasplantes HKSN mostraron una redistribución de la inmunotinción de KLK5, 
principal serina proteasa involucrada en el proceso de descamación a través de la 
degradación de las proteínas desmosomales, hacia el SE superior, mientras que en los 
trasplantes HK Ctrl la expresión de esta proteasa queda confinada al SC y SG.  
 
El inmunomarcaje de PAR2 y TSLP mediante IF en secciones obtenidas de los 
trasplantes ocurrió fundamentalmente a nivel del SG, mientras que en la epidermis de los 
trasplantes HKSN, el marcaje se observó en un mayor número de capas celulares, 
abarcando desde el SE superior hasta el SG.  
 
Asimismo, se observó la expresión de DSG1, detectada mediante IF, en las capas 
suprabasales de la epidermis de los trasplantes HK Ctrl, mientras que en el trasplante 
HKSN esta proteína presentó un patrón alterado y discontinuo en el SE superior y el SG. 
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Figura 24. Marcadores de la ruta pro-Th2 de las KLKs en los trasplantes HKSN. 
Análisis histológico mediante IHQ o IF de los principales componentes de la cascada pro-Th2 iniciada 
por las KLKs, en un trasplante HK Ctrl y un trasplante HKSN. La KLK5 presenta una redistribución hacia el 
SE superior en los trasplantes HKSN, añadida a su expresión normal en el SG y SC. PAR2 y TSLP se expresan 
en un mayor número de capas epidérmicas en los trasplantes HKSN, abarcando el SE superior además del SG 
como se caracteriza en la epidermis normal. En los trasplantes HKSN, la expresión de DSG1 se ve reducida y 
presenta un patrón alterado en los SE superior y SG. Barras de escala: 100 µm (IHQ); 50 µm (IF). 
 
 
Se analizó la actividad proteolítica en la epidermis mediante zimografía in situ 
usando como sustrato caseína conjugada con el fluoróforo BODIPY-FL en cortes de 
congelación de trasplantes HKSN y trasplantes HK Ctrl. Se corroboró que la ausencia del 
inhibidor de proteasas LEKTI deriva en un aumento de la actividad proteolítica de las 
KLKs en la epidermis de los trasplantes HKSN. 
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Figura 25. Actividad de las KLKs en los trasplantes HKSN. 
Las regiones donde las KLKs ejercen su actividad proteolítica muestran fluorescencia verde. Se observa 
un aumento de actividad debido a la ausencia de LEKTI en los trasplantes HKSN en comparación con los HK 
Ctrl. Barra de escala: 50 µm 
 
 
 
2.2. Modelo de cultivo organotípico de piel para el SN  
Con el objeto de desarrollar un modelo 3D in vitro de SN, generamos cultivos 
organotípicos a partir de queratinocitos inmortalizados HK Ctrl+E6E7 y HKSN+E6E7 (ver 
apartado 2.2 de Materiales y Métodos).  
 
Durante los primeros 6-8 días de exposición de los cultivos organotípicos de piel a la 
interfase aire-líquido, el aspecto macroscópico de la superficie cambió progresivamente de 
un aspecto húmedo y brillante a un aspecto seco y mate 226. 
 
 A nivel histológico, esto se correspondió con el desarrollo de un epitelio estratificado 
adelgazado con un SC ortoqueratósico. Con el tiempo, el número de capas celulares 
epidérmicas aumentó, y tras 2 semanas de cultivo se hizo más evidente la hiperplasia 
epidérmica. Estas características hiperplásicas persistieron esencialmente inalteradas 
hasta las 4 semanas, correspondiéndose con lo descrito por Stark y cols.226 para cultivos 
organotípicos de piel con una matriz de colágeno.  
 
De igual manera que en los trasplantes de piel, la arquitectura tisular fue analizada 
mediante tinción con H&E, pudiéndose observar que los cultivos organotípicos de piel para 
el SN (HKSN+E6E7) recapitularon en buena medida las características histopatológicas de 
la enfermedad, tales como la desorganización en la arquitectura epidérmica, el SG reducido 
y el SC desprendido, en comparación con cultivos de HK Ctrl+E6E7 (Figura 26). Debido a 
limitaciones intrínsecas de los cultivos de piel in vitro, no pudieron observarse otras 
características propias de la enfermedad, como el desarrollo de invaginaciones epidérmicas 
dentro de la matriz dérmica de fibrina. Tampoco se observó una clara paraqueratosis 
asociada a dicha patología. 
 
La distribución de los marcadores de diferenciación, proliferación y ruta de las KLKs 
fueron analizadas mediante IHQ o IF.  Como se observa en la Figura 26, el análisis 
inmunohistoquímico en estos cultivos organotípicos de piel se corresponde con el 
anteriormente descrito en la piel regenerada tras el trasplante de pieles bioingenierizadas. 
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Así, se observó la ausencia de expresión de LEKTI; una expresión difusa y discontinua de 
loricrina y una expresión reducida de K10 localizada en las capas superiores de la 
epidermis; la expresión de psoriasina se encontró localizada en las capas más suprabasales 
de la epidermis; y la expresión de KLK5 en el SE superior. Tanto PAR2 como TSLP se 
localizaron en la región comprendida entre el SE superior y el SG, y se encontró una 
expresión de DSG1 marcadamente reducida que mostraba un patrón de expresión alterado, 
localizándose entre el SE superior y el SG. 
 
La actividad proteolítica en la epidermis se examinó adicionalmente mediante una 
zimografía in situ, utilizando caseína como sustrato. Los resultados mostraron una 
localización y patrón de tinción similares a los de expresión de KLK5, observándose además 
un aumento notable en la actividad de la proteasa en los cultivos organotípicos 
HKSN+E6E7 en comparación con los cultivos HK Ctrl+E6E7.  
 
 
Figura 26. Marcadores de diferenciación, proliferación, descamación y ruta pro-Th2 en los 
cultivos organotípicos de piel a partir de HKSN+E6E7. 
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La tinción con H&E muestra una arquitectura desorganizada en la epidermis del cultivo organotípico 
HKSN+E6E7. Las IHQ muestran la ausencia de LEKTI; una expresión reducida y parcheada de loricrina; una 
expresión reducida y deslocalizada de K10; y un aumento de expresión de psoriasina y KLK5. Las IF muestran 
un aumento de expresión de PAR2 y TSLP, y una reducción y alteración de la expresión de DSG1. La medida de 
la actividad proteolítica en la epidermis, mediante zimografía in situ, muestra en verde las regiones donde las 
KLKs ejercen su actividad proteolítica, reflejando su mayor actividad en los cultivos organotípicos HKSN+E6E7 
en comparación con los cultivos HK Ctrl+E6E7. Barras de escala: 50 µm.  
 
 
 
3. GENERACIÓN DE UN MODELO CELULAR DE SN 
MEDIANTE EDICIÓN GÉNICA DE SPINK5 POR CRISPR/Cas9 
EN HKs DE DONANTE SANO: HK∆SPINK5  
Si bien la generación de modelos de SN utilizando células primarias o 
inmortalizadas de paciente es factible e informativa, como vimos en el apartado anterior, 
existen limitaciones que dificultan un verdadero análisis con muestras pareadas. Por otra 
parte, al tratarse de una enfermedad rara, la disponibilidad de células de paciente es muy 
escasa. Así pues, nos planteamos la posibilidad de obtener un sistema isogénico SN vs. 
control. Para ello recurrimos a la estrategia de knock-out (KO) del SPINK5 en 
queratinocitos de donante facilitada por el sistema CRISPR/Cas9.   
 
La estrategia consistió en la eliminación dirigida del exón 1 de SPINK5 (E1), con 
objeto de obtener un sistema deficiente en la expresión de todos los dominios activos de 
LEKTI, utilizando dos guías ARNg CRISPR que reconocen secuencias flanqueantes al exón 
diana e inducen el doble corte por Cas9. El empalme, como consecuencia de la reparación, 
resulta en la eliminación del fragmento conteniendo el E1 (Figura 27). Para ello se 
diseñaron cuatro pares de ARNg dirigidos a secuencias de ADN localizadas en el comienzo 
del E1 y del I1 con el objetivo de generar deleciones de diferentes tamaños flanqueando el 
E1 (Figura 15; Tabla 2).    
   
 
 
Figura 27. Esquema de la estrategia de eliminación dirigía del exón 1 de SPINK5 para 
generar HK∆SPINK5.  
Los complejos de ribonucleoproteínas (RNP 1 y 2) realizan el corte de doble cadena al comienzo del exón 
1 (E1) y del intrón 1 (I1) de SPINK5, resultando en la eliminación del fragmento que contiene el E1 (∆SPINK5). 
 
Se nucleofectaron queratinocitos humanos de donante sano con los complejos RNP 
CRISPR/Cas9 dando lugar a queratinocitos HK∆SPINK5. Una vez que estos alcanzaron la 
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confluencia, se extrajo el ADN genómico y se evaluó la deleción del E1 (ΔE1) mediante 
amplificación por PCR de un fragmento de 636 pb que abarcaba los sitios diana de los 
ARNg (Tabla 3).  
 
Todos los pares de guías de ARNg condujeron a la eliminación del E1, como se 
demuestra por la presencia de bandas de peso molecular menor con tamaños congruentes 
con la distancia entre los sitios de corte de la Cas9 (Figura 28; Tabla 2). Se encontraron 
diferencias en la eficiencia de eliminación entre los diferentes pares de ARNg, siendo 1+4 > 
1+3 > 2+3 > 2+4. En los queratinocitos tratados con 1+4, el par de guías más eficiente, la 
deleción del E1 representó el 81% de los alelos, según lo determinado por la cuantificación 
densitométrica de los productos de PCR (Figura 28). La presencia de alelos ΔE1 en una 
proporción superior al 50% indicó que la eliminación en homocigosis del E1 era un evento 
frecuente. 
                
 
Figura 28. Análisis del ADNg de SPINK5 en las células HK∆SPINK5. 
PCR del ADN genómico de los queratinocitos control tratados con los complejos RNP que contienen las 
diferentes combinaciones de pares de ARNg. El par 1+4, con una deleción de 172 pb, produce la mayor 
proporción de E1 escindido de acuerdo con la intensidad de la banda inferior de 464 pb (636 pb amplificados - 
172 pb delecionados). Las relaciones de eliminación evaluadas por densitometría se muestran en cada carril a 
modo de porcentaje de deleción. A y B se refieren a la duplicación del experimento por cada par de ARNg. C-: 
control negativo sin ADN molde. HK Ctrl: control positivo con ADN de queratinocitos de donante sano sin 
modificar. Como patrón de peso molecular se usó el marcador IX (Sigma-Aldrich). 
 
Se analizó la expresión de LEKTI en los lisados celulares de los distintos 
HK∆SPINK5 mediante WB. Como se puede observar en la Figura 29.A, las poblaciones de 
queratinocitos tratados con las combinaciones de los ARNg 1+3 y 1+4 dieron como resultado 
la eliminación casi completa de la banda de 65-68 kDa correspondiente al fragmento 
bioactivo D10-D15 de LEKTI, fundamental para la funcionalidad de la proteína 166. 
Se analizó también la expresión de LEKTI en los queratinocitos editados mediante 
IF (Figura 29.B). Los resultados corroboraron que las combinaciones de ARNg 1+3 y 1+4 
son las más efectivas en cuanto a la disminución de la expresión de LEKTI en los 
HK∆SPINK5 respecto a los controles sin editar. 
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Figura 29. Análisis de la expresión de LEKTI en células HK∆SPINK5. 
A. Análisis por WB de la expresión de LEKTI en las células HK∆SPINK5. Se confirma que las 
combinaciones de ARNg 1+3 y 1+4 son las que consiguen la eliminación del principal fragmento bioactivo de la 
proteína de 65-68 kDa. Se utilizaron queratinocitos de donante sano sin modificar (HK Ctrl) como control 
positivo y el anticuerpo anti-β-actina para el control de carga. B. Análisis por IF de la expresión de LEKTI en 
las células HK∆SPINK5. El análisis corrobora los resultados obtenidos por PCR y WB, pudiéndose observar una 
mayor reducción de la expresión de LEKTI cuando se utilizaron las combinaciones de ARNg 1+3 y 1+4. Se 
visualiza en rojo LEKTI y en azul los núcleos marcados con DAPI. Barra de escala: 50 µm. 
 
 
3.1. Obtención de clones homocigotos HK∆SPINK5 
A pesar de que la eficacia de la estrategia de KO fue muy elevada y la población 
policlonal de queratinocitos HK∆SPINK5 mostraba una expresión indetectable de LEKTI, 
existía la posibilidad de que una pequeña proporción de células no hubiese sufrido la 
inactivación del gen. Así pues, decidimos obtener clones de queratinocitos HK∆SPINK5 que 
contuvieran una deleción del E1 de SPINK5 en homocigosis. Se aislaron 18 clones por 
dilución límite a partir de queratinocitos tratados con las combinaciones 1+3 y 1+4 de 
ARNg, que fueron aquellas que presentaron una mayor eficiencia de deleción en el pool 
celular. De los 18 clones aislados se continuó el estudio sólo con 11, que fueron aquellos con 
mejores propiedades proliferativas. 
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Tras la amplificación en cultivo, se evaluó la deleción del E1 por PCR del mismo 
fragmento de amplificación descrito, observándose en este caso un porcentaje del 100% de 
deleción que confirmaba la homocigosis en la mayoría de los clones seleccionados (Figura 
30.A). Analizamos a continuación la expresión de ARN mensajero de SPINK5 mediante RT-
PCR. 
Se realizó una PCR de amplificación de una región de ADN complementario cercana 
y en sentido 3’ de la zona de corte de la Cas9 (cebadores en Tabla 3). Se pudo observar cómo 
la deleción del E1 en el SPINK5 resultaba en la completa inhibición de su transcripción 
(Figura 30.B). 
 
 
 
Figura 30. Análisis de la escisión del E1 de SPINK5 en queratinocitos HK∆SPINK5 y su 
consecuencia a nivel de la expresión de ARN mensajero (ADNc). 
A. Análisis por PCR del ADN genómico de los clones de HK∆SPINK5 generados con las combinaciones 
de ARNg 1+3 y 1+4. La presencia en la mayoría de los clones de una banda única de 464 pb, correspondiente al 
resultado de la deleción del E1, confirma el carácter homocigoto de la deleción. B. Análisis por PCR de la región 
E4-E9 (636 pb) del ADNc obtenido a partir de ARN mensajero total de una selección de clones de HK∆SPINK5. 
La ausencia de banda de amplificación refleja la inhibición de la síntesis de ARN mensajero en los clones 
homocigotos como consecuencia de la deleción. La expresión del gen constitutivo GAPDH fue analizada  como 
control de carga. C-: control negativo sin ADN molde. HK Ctrl: control positivo con ADN de queratinocitos de 
donante sano sin modificar. Como patrón de peso molecular se usó el marcador IX. 
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Se analizó la síntesis de LEKTI mediante WB, cuyo análisis mostró ausencia total de 
la banda de 65-68 kDa correspondiente al principal fragmento bioactivo D10-D15 como era 
predecible a partir del análisis de expresión de ARN mensajero (Figura 31.A). La IF para 
LEKTI confirmó este resultado (Figura 31.B). 
 
 
Figura 31. Análisis de la expresión de LEKTI en los clones celulares de HK∆SPINK5.  
A. El análisis por WB de extractos celulares de los clones homocigotos para la deleción (1+4A.2, 1+3A.1, 
1+3A.3, 1+3B.4), dio como resultado una ausencia total del fragmento bioactivo D10-D15. Se utilizaron extractos 
celulares de queratinocitos de donante sano sin modificar (HK Ctrl) como control positivo, de queratinocitos 
HKSN como control negativo y el anticuerpo anti-β-actina para el control de carga. B. El análisis por IF de la 
expresión de LEKTI en los clones celulares de HK∆SPINK5 corrobora los resultados del WB. Barra de escala: 50 
µm. 
 
 
Los clones de queratinocitos HK∆SPINK5 fueron inmortalizados de forma idéntica a 
la llevada a cabo con las células HKSN. Así pues, los clones homocigotos para la deleción 
fueron transducidos con el vector retroviral portador de una secuencia para la expresión de 
las proteínas E6 y E7 del virus del papiloma humano HPV-16 y marcados con GFP para 
facilitar el monitoreo de toma y evolución de trasplantes de manera precisa.  
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Figura 32. Análisis de la expresión de las proteínas GFP y E6E7 en los clones de 
HK∆SPINK5+E6E7. 
A. La visualización al microscopio invertido de fluorescencia de un cultivo de clones HK∆SPINK5+E6E7 
marcados con GFP confirmó que la totalidad de las células expresaban la proteína verde fluorescente (GFP). 
Barra de escala: 50 µm. B. El análisis por WB de los clones HK∆SPINK5+E6E7 corroboró la inmortalización de 
los mismos. Se utilizaron extractos celulares de queratinocitos de donante sano sin modificar (HK Ctrl) como 
control negativo, de queratinocitos HKSN+E6E7 como control positivo y el anticuerpo anti-β-actina para el 
control de carga. 
 
 
 
4. GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MODELOS 
HUMANIZADOS DE SN A PARTIR DE QUERATINOCITOS 
∆SPINK5  
4.1. Modelo de ratón humanizado en piel con supresión de la 
expresión de LEKTI en epidermis 
Seleccionamos el clon 1+4A.2 para generar equivalentes cutáneos, que fueron 
trasplantados a ratones inmunodeficientes con objeto de analizar el efecto de la inactivación 
de SPINK5 in vivo. Las pieles regeneradas a partir de HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7 
(inmortalizado) reprodujeron al cabo de 4-8 semanas y de forma fidedigna las principales 
características histopatológicas del SN.  
 
Así, el análisis macroscópico de los trasplantes reveló una apariencia engrosada y 
semejante a la de los trasplantes HKSN (Figura 33). El análisis histológico mediante 
tinción con H&E (Figura 33.C) mostró reducción del SG, paraqueratosis en el SC con 
separación esporádica de la epidermis subyacente, y acantosis de la epidermis con 
marcadas invaginaciones intradérmicas, características del SN. 
 
El marcaje por IHQ utilizando un anticuerpo específico frente a involucrina humana 
confirmó el origen humano de los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7. En estos 
últimos, a su vez, se pudo corroborar su origen humano mediante observación macroscópica 
tras la iluminación con luz azul (λ 490 nm) gracias a su marcaje con GFP. Cabe destacar 
que, aunque la piel regenerada a partir de trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 reprodujo el 
fenotipo de SN, también se observaron signos de diferenciación ligeramente aberrantes, 
atribuibles a la inmortalización. 
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Figura 33. Modelo de ratón humanizado en piel para el SN a partir de HK∆SPINK5 y 
HK∆SPINK5+E6E7.  
Se observa el aspecto macroscópico de la piel regenerada a partir de células HK∆SPINK5 y 
HK∆SPINK5+E6E7 tras 4 semanas de trasplante a ratón inmunodeficiente, destacando el aspecto engrosado de 
la epidermis. La tinción con H&E permitió el análisis de la estructura epidérmica, y la inmunotinción de 
involucrina humana (INV-H) corroboró el origen humano de la piel regenerada en trasplantes HK∆SPINK5 y 
HK∆SPINK5+E6E7. Barras de escala: 100 µm. 
 
 
Consistente con los resultados in vitro, la IHQ para LEKTI reveló la ausencia de 
LEKTI en trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, en contraste con lo observado en 
trasplantes HK Ctrl, lo que confirmó la supresión de la expresión de SPINK5 in vivo y la 
validez de la estrategia empleada. 
 
 
 
Figura 34. Análisis de la expresión de LEKTI en trasplantes HK∆SPINK5 y 
HK∆SPINK5+E6E7. 
La ausencia de LEKTI en los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7 verifica la efectividad del 
sistema CRISPR/Cas9 en la disrupción de la expresión de SPINK5, y la proteína (LEKTI) por él codificada. 
Barra de escala: 100 µm. 
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El análisis inmunohistoquímico para la expresión de marcadores de diferenciación 
epidérmica confirmó las alteraciones típicas del SN en los modelos HK∆SPINK5.  Así pues, 
se observó expresión parcheada de K10 y aumentada de loricrina. La inmunotinción para 
K10 en el modelo HK∆SPINK5+E6E7 fue particularmente heterogénea, una característica 
posiblemente debida más a la inmortalización que a la recapitulación del fenotipo de SN. La 
hiperproliferación epidérmica quedó reflejada con la tinción para psoriasina, cuyo marcaje 
se extendió hacia capas inferiores de la epidermis en los trasplantes HK∆SPINK5 y 
HK∆SPINK5+E6E7, de forma similar a lo observado en los trasplantes HKSN. 
                                  
 
Figura 35. Análisis de marcadores de diferenciación y proliferación en los trasplantes 
HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7. 
En contraste con la expresión continua de K10 en trasplantes HK Ctrl, y semejante a lo observado en 
trasplantes HKSN, la distribución de la K10 en la epidermis de trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7 
muestra una expresión reducida y discontinua (flechas), indicando una alteración de la diferenciación temprana. 
En relación con trasplantes HK Ctrl, la loricrina muestra una distribución aumentada extendida hacia el SG y 
el SE superior de la epidermis en los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, reflejando la alteración de 
la diferenciación tardía. La expresión escasa de psoriasina observada en trasplantes HK Ctrl se redistribuye 
hacia capas más profundas de la epidermis en los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, de forma 
similar a lo observado en el trasplante HKSN.  Barra de escala: 100 µm. 
 
 
 
La expresión de KLK5 muestra un patrón similar al de los trasplantes HKSN con 
tinción en un mayor número de estratos suprabasales en comparación con el trasplante HK 
Ctrl según se observa en la Figura 36. Llevamos a cabo también el análisis de la ruta pro-
Th2 en el modelo HK∆SPINK5. Los resultados mostraron una vez más la recapitulación del 
fenotipo de SN. 
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Figura 36. Análisis de la expresión de KLK5 y marcadores de la ruta pro-Th2 en los 
trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7. 
La IHQ para KLK5 mostró una expresión aumentada y extendida a más estratos suprabasales en 
trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, comparable a la observada en los trasplantes HKSN. La IF 
para PAR2 y TSLP corroboró su aumento de expresión observado en los trasplantes HKSN, al mismo tiempo 
que una alteración del patrón de expresión de la DSG1 en los SE superior y SG de los trasplantes HK∆SPINK5 
y HK∆SPINK5+E6E7. Barras de escala: 100 µm (IHQ); 50 µm (IF). 
 
La zimografía in situ corroboró que la ausencia de LEKTI conduce a un aumento de 
la actividad proteolítica de las KLKs en trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, tal 
como se observa en los trasplantes HKSN, en relación con los trasplantes HK Ctrl. 
      
 
 
Figura 37. Actividad proteolítica en los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7. 
El análisis mediante zimografía in situ muestra en verde las regiones donde las KLKs ejercen su 
actividad proteolítica, reflejando su mayor actividad en los trasplantes HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7 en 
comparación con los trasplantes HK Ctrl. Barra de escala: 50 µm. 
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Así, podemos afirmar que el modelo HK∆SPINK5 (y su versión inmortalizada 
HK∆SPINK5+E6E7) recapitula de forma fidedigna lo observado en el sistema HKSN. 
 
 
 
4.2. Modelo de cultivo organotípico de piel con supresión de la 
expresión de LEKTI en epidermis 
Habiendo demostrado la fidelidad en sistemas in vivo de los modelos HK∆SPINK5 
con el modelo HKSN, procedimos a caracterizar los modelos organotípicos in vitro.  
 
Se estableció un sistema de cultivo organotípico de piel deficiente en SPINK5, a 
partir de queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7, que recapituló varios de los aspectos 
histopatológicos principales del SN. La arquitectura tisular fue analizada mediante tinción 
con H&E, y con frecuencia se encontró un SC espeso y paraqueratósico separado de la 
epidermis subyacente o completamente perdido, con reducción del SG y la espongiosis 
propia de la enfermedad. Como se observa en la Figura 38, en los HK∆SPINK5+E6E7 la 
expresión de LEKTI está totalmente ausente al igual que en los cultivos organotípicos 
HKSN. Asimismo, la distribución de los marcadores de diferenciación, proliferación y ruta 
de las KLKs, analizada mediante IHQ o IF, fue similar en los cultivos organotípicos 
HK∆SPINK5+E6E7 a lo observado en los cultivos organotípicos HKSN+E6E7. Así pues, la 
expresión de K10 y loricrina es considerablemente difusa y reducida; la marcación de 
psoriasina se expande hacia las capas suprabasales; la marcación de KLK5, PAR2 y TSLP 
se ve aumentada; y la expresión de DSG1 presenta un patrón alterado en el SE superior y 
el SG. La zimografía in situ reveló la hiperactividad de las KLKs en la epidermis de los 
cultivos organotípicos HK∆SPINK5+E6E7 respecto a la observada en los cultivos control.  
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Figura 38. Histología y expresión de marcadores de diferenciación, proliferación y ruta pro-
Th2 de las KLKs en los cultivos organotípicos de piel a partir de HK∆SPINK5+E6E7. 
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La tinción con H&E muestra la arquitectura desorganizada de la epidermis. La marcación con IHQ o IF 
muestra la ausencia de LEKTI, la reducción en la expresión de K10 y loricrina, el aumento de expresión de 
psoriasina, KLK5, PAR2 y TSLP, y la reducción y alteración de la expresión de DSG1. La actividad de las KLKs 
se analizó mediante zimografía in situ. La fluorescencia denota las regiones donde las KLKs ejercen su actividad 
proteolítica. En comparación con los cultivos de HK Ctrl+E6E7, se observa una mayor actividad en los cultivos 
organotípicos HKSN+E6E7 y HK∆SPINK5+E6E7. Barras de escala: 50 µm. 
 
 
Las características fenotípicas observadas en la epidermis de los trasplantes y 
cultivos organotípicos con células HK∆SPINK5 y HK∆SPINK5+E6E7, junto con la 
desregulación de la cascada pro-Th2, confirmaron que la disrupción dirigida por 
CRISPR/Cas9 de SPINK5 en queratinocitos da lugar a las principales anomalías 
observadas en la piel de pacientes y en el modelo humanizado de SN, proporcionando así 
plataformas adecuadas para estudiar otros aspectos de este complejo síndrome y para 
testar nuevas estrategias terapéuticas. 
 
 
 
5. EMPLEO DE MODELOS ΔSPINK5 IN VIVO E IN VITRO 
PARA EL ANÁLISIS DE NUEVOS ABORDAJES 
TERAPÉUTICOS PARA EL SN 
5.1. Corrección mediante terapia génica de adición ex vivo 
5.1.1. Modelo de ratón humanizado en piel HK∆SPINK5+E6E7 
+SPINK5 
Dada la gravedad de las características clínicas del SN y las limitaciones intrínsecas 
de los tratamientos paliativos, previamente se propuso y testó una estrategia de 
tratamiento curativo mediante terapia génica ex vivo, para la recuperación de la expresión 
del gen SPINK5, en un modelo in vivo de SN similar al descrito en esta tesis con células 
primarias de pacientes 166. Basándonos en los resultados obtenidos por Di y cols., se utilizó 
el vector lentiviral INVO-SPINK5-iresGFP para recuperar la expresión de SPINK5 en 
queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7. Nuestro objetivo en este punto consistió en determinar 
si el sistema HK∆SPINK5+E6E7 era capaz de responder a un abordaje previamente 
evaluado (adición ex vivo del gen SPINK5) para validar el sistema frente a otras estrategias 
terapéuticas novedosas para el SN.  
 
La expresión de LEKTI después de la transducción lentiviral se analizó por IF y WB 
(Figura 39). La expresión de LEKTI mediante análisis por IF demostró una alta eficiencia 
de transducción en los queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7. El análisis por WB mostró que, a 
diferencia de los queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7, los transducidos con el vector lentiviral 
de SPINK5 (HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5) recuperaron la expresión tanto de los 
precursores de LEKTI (145 kDa y 125 kDa) como del principal fragmento bioactivo (D10-
D15) correspondiente a la banda de 65-68 kDa. Este patrón coincidió con el observado en 
HK Ctrl, corroborando los resultados de Di y cols. 166  e indicando que LEKTI se procesa y 
expresa de manera eficiente tras la transducción lentiviral en el modelo 
HK∆SPINK5+E6E7. Sin embargo, los niveles alcanzados fueron inferiores a los de los 
queratinocitos normales.  
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Figura 39. Análisis de la expresión de LEKTI en células HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
A. El análisis por IF de la expresión de LEKTI demuestra la recuperación de la expresión de LEKTI 
(fluorescencia roja) en los HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 en una alta proporción de células. Los núcleos se 
marcaron con DAPI. Barra de escala: 50 µm. B. Análisis por WB de la expresión de LEKTI en queratinocitos 
HK∆SPINK5+E6E7 modificados genéticamente mediante transfección lentiviral con el vector INVO-SPINK5-
iresGFP. Se observa la restauración de la expresión de precursores de LEKTI (145 kDa y 125 kDa) y del 
fragmento bioactivo D10-D15 de LEKTI (65-68 kDa) en los HK∆SPINK5+E6E7. Se utilizó el anticuerpo anti-β-
actina para el control de carga.  
 
 
Los queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 se testaron en el modelo de ratón 
humanizado en piel para analizar la corrección fenotípica de la piel regenerada in vivo. Los 
resultados mostraron una recuperación casi completa de la arquitectura epidérmica normal 
en los injertos HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 en comparación con trasplantes 
HK∆SPINK5+E6E7, observándose una reducción de la acantosis y la papilomatosis, aunque 
con cierta persistencia de la paraqueratosis. El origen humano de la piel regenerada se 
confirmó mediante inmunotinción para involucrina humana, así como mediante observación 
macroscópica de los trasplantes bajo una lupa estereoscópica que permitió localizar las 
regiones de expresión de EGFP asociado al SPINK5. 
 
 
 
Figura 40. Modelo de ratón humanizado en piel a partir de HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
Se observa el aspecto macroscópico del trasplante HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. La iluminación con 
luz azul permite detectar las regiones de expresión de EGFP. La tinción con H&E muestra la recuperación de la 
arquitectura epidérmica normal en trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 frente a la arquitectura 
representativa del SN, siendo similar a la de los trasplantes de HK Ctrl. La inmunotinción de involucrina 
humana (INV-H) corroboró el origen humano de la piel regenerada. Barras de escala: 100 µm. 
 
 
La inmunotinción para LEKTI dio como resultado un restablecimiento de la 
expresión en la piel humana corregida, a niveles comparables al de una piel humana 
regenerada a partir de HK Ctrl y con una localización suprabasal de LEKTI gracias al uso 
del promotor del gen de la involucrina (INVO) en el vector lentiviral 166, 182. 
 
         RESULTADOS 
 
 98 
 
 
 
 
Figura 41. Análisis de la expresión de LEKTI en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7  +SPINK5. 
La tinción positiva para LEKTI en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 verifica la 
recuperación de la expresión de SPINK5 a niveles comparables a la observada en trasplantes generados a partir 
de HK Ctrl, presentando una distribución uniforme y suprabasal. Barra de escala: 100 µm. 
 
 
El estudio mediante IHQ de los marcadores principales de diferenciación epidérmica, 
reveló que los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 mostraron una recuperación de la 
expresión continua de K10 restringida a las capas suprabasales de la epidermis, mientras 
que la loricrina presentó una expresión continua y restringida al SG. A su vez, la expresión 
de psoriasina mostró una fuerte reducción confinada a las capas superiores de la epidermis.  
 
      
 
Figura 42. Marcadores de diferenciación y proliferación en los trasplantes 
HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
Análisis por IHQ de los principales marcadores de diferenciación epidérmica y proliferación en el 
modelo humanizado HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5, comparado con un trasplante HK Ctrl y un trasplante 
HK∆SPINK5+E6E7. Se muestra la restauración del patrón normal de K10, loricrina y psoriasina tras la 
inserción lentiviral de SPINK5 en células HK∆SPINK5+E6E7. Barra de escala: 100 µm. 
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En lo que respecta a los marcadores de la ruta pro-Th2 iniciada por las KLKs, una 
inmunotinción para KLK5 confirmó el efecto inhibidor de LEKTI en los trasplantes 
HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 al mostrar un marcaje de KLK5 restringido al SG y el SC. A 
su vez, el marcaje de PAR2 y TSLP se vio consecuentemente reducido respecto a un 
trasplante HK∆SPINK5+E6E7 debido a la disminución de actividad de la KLK5. Así 
mismo, se observó la recuperación en el patrón de expresión característico de DSG1 
asociado a membrana plasmática. 
 
  
 
Figura 43. Marcadores de la ruta pro-Th2 de las KLKs en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 
+SPINK5. 
Análisis mediante IHQ o IF de los principales componentes de la cascada pro-Th2 iniciada por las 
KLKs. La KLK5 recupera su expresión normal en el SG y el SC; PAR2 y TSLP se expresan en un menor número 
de capas celulares en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5, abarcando solo el SG como se caracteriza en 
la epidermis de un trasplante HK Ctrl; la DSG1 recupera su patrón de expresión normal de membrana 
plasmática en el SG y el SE superior en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. Barras de escala: 100 µm 
(IHQ); 50 µm (IF).  
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El análisis mediante zimografía in situ corroboró que la recuperación de la expresión 
del inhibidor de proteasas LEKTI conduce a una disminución de la actividad proteolítica de 
las KLKs en la epidermis de los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
 
               
 
Figura 44. Actividad proteolítica en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
Se observa una disminución notable en la actividad proteolítica de las KLKs restringida al SC en los 
trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 debido a la recuperación de la expresión de LEKTI, en comparación 
con los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7. Barra de escala: 50 µm. 
 
 
5.1.2. Modelo de cultivo organotípico de piel HK∆SPINK5+E6E7 
+SPINK5 
Los queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 se usaron para generar cultivos 
organotípicos de piel. La tinción con H&E mostró una restauración casi completa de la 
arquitectura epidérmica normal y la recuperación del SG, a pesar de existir cierta 
remanencia de paraqueratosis en el SC. Se pudo observar el restablecimiento de la 
expresión de LEKTI en la epidermis superior, corroborando la persistencia del transgen 
SPINK5 en los cultivos organotípicos diferenciados. 
 
Una vez más, analizamos la expresión de los marcadores de diferenciación, 
proliferación y ruta pro-Th2 de las KLKs mediante IHQ o IF. Como se observa en la  
Figura 45, los cultivos organotípicos HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5 mostraron una 
normalización en la expresión suprabasal de K10, mientras que loricrina presentó una 
expresión continua en el SG superior y la psoriasina se vio confinada a las capas celulares 
epidérmicas superiores. Por su parte, KLK5, PAR2, TSLP y DSG1 presentaron un patrón 
de expresión comparable al observado en cultivos organotípicos HK Ctrl.  
 
La zimografía in situ reveló una actividad proteasa de las KLKs restringida a las 
capas más externas de la epidermis, como consecuencia de la recuperación en la expresión 
de SPINK5. 
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Figura 45. Marcadores de diferenciación, proliferación y ruta pro-Th2 de las KLKs en los 
cultivos organotípicos de piel a partir de HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5. 
En los cultivos organotípicos HK∆SPINK5+E6E7 +SPINK5, la tinción con H&E muestra la 
restauración de la arquitectura epidérmica normal, y una IHQ para LEKTI corrobora la recuperación de la 
expresión del inhibidor de proteasas gracias a la inserción lentiviral de SPINK5 en células HK∆SPINK5+E6E7. 
Se observa la recuperación del patrón de expresión normal de loricrina, K10 y DSG1; y la reducción en la 
expresión de psoriasina, KLK5, PAR2 y TSLP.  La zimografía in situ en los cultivos organotípicos de piel 
generados a partir de queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7+SPINK5 mostró una actividad proteolítica reducida 
respecto a los cultivos organotípicos HK∆SPINK5+E6E7 a niveles comparables a los observados en cultivos 
organotípicos HK Ctrl. Barras de escala: 50 µm.   
 
 
Estos resultados muestran que la corrección de la deficiencia de SPINK5, mediante 
terapia de adición génica, conduce a una recuperación del fenotipo histológico normal de la 
piel y validan el modelo HK∆SPINK5+E6E7, tanto in vivo como in vitro, para analizar otras 
aproximaciones terapéuticas. 
 
 
5.2. Corrección mediante un abordaje farmacológico con el inhibidor 
SFTI-I10H 
5.2.1. Tratamiento del modelo de ratón humanizado en piel 
HK∆SPINK5+E6E7 
La KLK5 y todos los componentes de la ruta pro-Th2 iniciada por las proteasas de la 
epidermis constituyen candidatos atractivos para el desarrollo de estrategias terapéuticas 
para el SN. Por ello, un enfoque de tratamiento paliativo basado en el bloqueo de esta 
cascada biológica iniciada en la epidermis podría mejorar el defecto de la barrera cutánea 
de los pacientes de SN.  
 
Habiendo demostrado in vivo el valor del modelo en cuanto a la reversión del 
fenotipo de SN, decidimos utilizarlo para testar la actividad de un péptido inhibidor de la 
KLK5, el SFTI-I10H 202. 
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Para el ensayo in vivo, se testó una formulación en crema conteniendo el inhibidor 
de proteasas SFTI-I10H aplicado de forma tópica sobre pieles humanas generadas a partir 
de queratinocitos HK∆SPINK5+E6E7 y regeneradas en ratones inmunodeficientes. 
 
El tratamiento tópico de los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 resultó en el 
desprendimiento del SC característico del SN y la regeneración de un SC más fino, tanto 
después del tratamiento con la formulación conteniendo SFTI-I10H como PBS 1x. El origen 
humano de la piel regenerada se confirmó mediante inmunotinción para involucrina 
humana, así como mediante observación macroscópica de los trasplantes bajo una lupa 
estereoscópica con iluminación con luz azul (λ 490 nm). 
  
 
 
 
Figura 46. Tratamiento tópico con SFTI-I10H en el modelo de ratón humanizado en piel 
HK∆SPINK+E6E75. 
Se observa el aspecto macroscópico de los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +PBS y HK∆SPINK5+E6E7 
+SFTI-I10H antes y después del tratamiento tópico.  La IHQ para involucrina humana (INV-H) determina el 
origen humano de los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +PBS HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H. La tinción con 
H&E muestra la arquitectura epidérmica de los trasplantes, sin cambios aparentes tras el tratamiento. Barras 
de escala: 100 µm. 
 
En este caso, lo primero que se analizó fue el efecto del inhibidor sobre la actividad 
proteasa de KLK5. El ensayo de zimografía in situ demuestra claramente cómo el 
tratamiento con SFTI-I10H reduce la actividad proteolítica en epidermis a niveles similares 
a los de trasplantes de queratinocitos control. 
 
          
 
Figura 47. Actividad proteolítica en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H. 
La zimografía in situ en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 tratados con el inhibidor SFTI-I10H 
mostró una notable disminución de la actividad proteolítica en la epidermis, en comparación con los trasplantes 
HK∆SPINK5+E6E7 tratados con el vehículo (PBS 1x) o no tratados. Barra de escala: 50 µm. 
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A nivel histológico (tinción con H&E), esta actividad KLK5 inhibida en los 
trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H no pareció tener un gran efecto en cuanto a la 
arquitectura epidérmica respecto a los tratados con el vehículo (Figura 48). Sin embargo, el 
estudio mediante IHQ de los marcadores principales de diferenciación epidérmica mostró 
recuperación de la expresión de K10 restringida a las capas suprabasales de la epidermis, 
así como una tinción más débil y confinada a los estratos superiores de la epidermis de 
psoriasina, en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H en comparación con los 
trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +PBS. La expresión de loricrina no mostró cambios 
significativos. 
 
 
 
Figura 48. Efecto del tratamiento con el inhibidor SFTI-I10H sobre los marcadores de 
diferenciación y proliferación en trasplantes HK∆SPINK5+E6E7. 
El análisis por IHQ muestra cómo el tratamiento con el inhibidor SFTI-I10H sobre los trasplantes 
HK∆SPINK5+E6E7 induce la restauración del patrón normal de expresión de K10 y psoriasina, aunque no el de 
loricrina, que permanece elevado. Barra de escala: 100 µm. 
 
 
El análisis de expresión de los marcadores de la ruta pro-Th2 mostró por una parte 
que los niveles de KLK5 no varían significativamente, mientras que la inmunotinción para 
PAR2 y TSLP se vio reducida con respecto a lo observado en las secciones correspondientes 
a trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 no tratados. Asimismo, se observó la recuperación del 
patrón de expresión de DSG1 asociado a membrana plasmática.  
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Figura 49. Cambios en la expresión de marcadores de la ruta pro-Th2 de las KLKs en los 
trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 tratados con el inhibidor SFTI-I10H. 
El análisis mediante IHQ o IF de los principales componentes de la cascada pro-Th2 iniciada por las 
KLKs, en trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 y trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 +PBS, muestra una clara reducción 
de la expresión de PAR2 y TSLP en trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 tratados con el inhibidor, en comparación 
con lo observado en los trasplantes no tratados o tratados con el vehículo. La DSG1 recupera su patrón de 
expresión normal de membrana plasmática en el SG y el SE superior en los trasplantes HK∆SPINK5+E6E7 
+SFTI-I10H. Barras de escala: 100 µm (IHQ); 50 µm (IF). 
 
Así pues, teniendo en cuenta que los niveles de KLK5 no parecen cambiar de manera 
significativa, la recuperación fenotípica observada podría ser sólo una consecuencia de la 
actividad proteasa reducida por el inhibidor. 
 
5.2.2. Tratamiento del modelo de cultivo organotípico de piel 
HK∆SPINK5+E6E7 
También se evaluó la eficacia del inhibidor SFTI-I10H en cultivos organotípicos de 
piel generados a partir de HK∆SPINK5+E6E7. Los cultivos organotípicos fueron sometidos 
a diferenciación durante una semana y posteriormente se trataron de forma tópica con una 
solución acuosa conteniendo SFTI-I10H.  La zimografía in situ realizada en criosecciones de 
cultivos organotípicos tratados con el inhibidor SFTI-I10H mostró una actividad proteasa 
reducida en comparación con la observada en controles no tratados.  
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Figura 50. Actividad proteolítica en los cultivos organotípicos de piel a partir de 
HK∆SPINK5+E6E7 tras el tratamiento con SFTI-I10H. 
La zimografía in situ en los cultivos organotípicos de piel HK∆SPINK5+E6E7 tras el tratamiento con el 
inhibidor SFTI-I10H mostró una clara reducción de la actividad proteolítica en comparación con los tratados con 
el vehículo y similar a la observada en un cultivo organotípico generado con queratinocitos control 
inmortalizados HK Ctrl+E6E7. Barras de escala: 50 µm. 
 
 
La tinción con H&E mostró que los cultivos organotípicos tratados con SFTI-I10H 
presentaron una restauración de la arquitectura epidérmica normal con cierta recuperación 
del SG y reducción de la paraqueratosis.  
 
A pesar de mantenerse ausente la expresión de LEKTI, en los cultivos 
HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H el marcador de diferenciación K10 recuperó su expresión 
continua en todas las capas suprabasales de la epidermis tal como se observó in vivo. La 
expresión de loricrina se recuperó de forma parcial y la expresión de psoriasina se vio 
restringida a los estratos epidérmicos más externos. 
 
Respecto a los marcadores de la ruta pro-Th2, a pesar de que la expresión de KLK5 
no denota cambios importantes, tanto PAR2 como TSLP presentaron una expresión 
considerablemente reducida en los cultivos organotípicos tratados con el inhibidor. Además, 
DSG1 presentó una recuperación de su patrón de expresión asociado a membrana 
plasmática.  
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Figura 51. Análisis de los marcadores de diferenciación, proliferación y ruta pro-Th2 de las 
KLKs en los cultivos organotípicos de piel generados a partir de HK∆SPINK5+E6E7 y tratados con 
SFTI-I10H. 
En los cultivos organotípicos HK∆SPINK5+E6E7 +SFTI-I10H, la tinción con H&E muestra la 
restauración de la arquitectura epidérmica, y se observa la recuperación del patrón de expresión normal de K10, 
loricrina y DSG1, así como la reducción en la expresión de psoriasina en comparación con los cultivos tratados 
con el vehículo o no tratados. Barras de escala: 50 µm. 
 
 
Así, tanto los modelos in vivo como in vitro generados a partir de queratinocitos 
HK∆SPINK5+E6E7 responden adecuadamente a una terapia farmacológica y demuestran 
su validez como sistema de evaluación de nuevos compuestos con actividad inhibitoria para 
KLK5 con vistas a su traslación a la clínica para el SN. 
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1. MODELOS DE CULTIVOS ORGANOTÍPICOS IN VITRO 
PARA PATOLOGÍAS CUTÁNEAS   
La patología dermatológica no neoplásica comprende, además de un gran número de 
enfermedades de alta incidencia en la población (ej. psoriasis), un número importante de 
enfermedades raras hereditarias con sintomatología y consecuencias generalmente muy 
graves y sin tratamiento específico. La diversidad de enfermedades de piel tiene un gran 
impacto en la salud pública y, a pesar de que en muchos casos se conocen los mecanismos 
moleculares causales, la terapéutica no ha avanzado en proporción al conocimiento de las 
bases de la enfermedad. Esto en parte se debe a que, en el caso de enfermedades raras y 
complejas como el SN, no se cuenta con modelos que recapitulen de forma fidedigna la 
patología. Estos modelos son esenciales para que la acción terapéutica eficaz, testada en 
ellos, de un nuevo  fármaco o terapia  avanzada  pueda trasladarse  rápidamente a la 
clínica 66. 
Así, los cultivos organotípicos de piel son una importante plataforma experimental 
en la investigación dermatológica preclínica, pues permiten el estudio del comportamiento 
complejo in vivo de células de la piel en entornos in vitro, y pueden ser utilizados para 
modelizar enfermedades de piel humanas y estudiar sus mecanismos patológicos. Además, 
constituyen una herramienta de gran valor a la hora de seleccionar el potencial terapéutico 
de nuevos compuestos farmacológicos y/o diseñar nuevas aproximaciones terapéuticas en 
tejidos humanos 227. 
La ventaja clave de los cultivos organotípicos frente a  los sistemas tradicionales en 
monocapa radica en su capacidad para reproducir el espacio tridimensional estratificado, 
dentro del cual las células de la piel pueden replicar parte de la función y la fisiología 
normal de los tejidos biológicos, permitiendo extrapolar los resultados y conclusiones 
extraídos de los estudios realizados en cultivos organotípicos a sistemas fisiológicos in vivo 
227. Además, estos sistemas aportan otros factores, tales como fuerzas mecánicas, 
orientación espacial, gradientes fisiológicos de oxígeno, nutrientes y señalización, asociados 
con el entorno in vivo tridimensional. En este contexto, las interacciones célula-célula, 
célula-matriz y célula-entorno influyen en la morfología, en los procesos de proliferación, 
migración y diferenciación celular, así como en la señalización y/o expresión de genes y 
proteínas 233, 234. 
Wang y cols. 235 establecieron en estudios previos un modelo in vitro del SN mediante 
el cultivo organotípico de piel a partir de queratinocitos humanos transfectados con ARN 
interferente de SPINK5 que recapitulaba sólo algunas de las características observadas en 
pacientes, como son la ausencia de la capa granulosa y el desprendimiento del SC. A pesar 
de que los niveles de expresión de LEKTI en este modelo se habían reducido de forma 
significativa, esta tecnología no asegura la ausencia total de la expresión del gen diana ni la 
reproducción del fenotipo del SN concomitante. De hecho, estos autores no describen en qué 
medida otros marcadores de diferenciación y proliferación epidérmica se ven afectados en 
su modelo. 
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En esta memoria describimos la generación de nuevos modelos organotípicos para el 
SN utilizando como parte del componente epidérmico queratinocitos procedentes de 
biopsias de pacientes, o bien procedentes de donantes sanos que han sido modificados 
mediante edición génica para la pérdida de función del gen SPINK5. Su análisis histológico 
reveló que reproducen las principales características histopatológicas del SN a nivel de 
epidermis, como son la ausencia de expresión de LEKTI, la desorganización en la 
arquitectura epidérmica con el SG reducido y el SC paraqueratósico y desprendido, y la 
distribución de los principales marcadores de diferenciación (K10, loricrina), proliferación 
(psoriasina) y ruta pro-Th2 de las KLKs (PAR2, TSLP) alterados, con una actividad 
proteolítica aumentada y una expresión de DSG1 reducida y deslocalizada. Además, estos 
modelos nos han permitido evaluar la eficacia de la estrategia terapéutica basada en el uso 
de un inhibidor de la KLK5 (SFTI-I10H) con objeto de revertir el defecto en la función 
barrera. 
Sin embargo, a pesar de que los cultivos organotípicos son herramientas de 
investigación fundamentales para el estudio de la piel humana, es importante conocer sus 
limitaciones. En este sentido, los cultivos organotípicos epidérmicos recapitulan solo una 
parte de la función y organización normal de la piel, ya que consisten en un repertorio de 
tipos celulares mucho más simple y carecen de la retroalimentación de señalización que 
normalmente llega a la piel de una variedad de fuentes sistémicas, por lo que serían 
deficientes a la hora de replicar reacciones inflamatorias complejas. Aun así, la evolución de 
las técnicas de bioingeniería podrá proporcionar medios para la incorporación de células 
inmunitarias y el desarrollo de macroestructuras como glándulas, vasculatura o pelo, 
permitiendo así generar un modelo más cercano, en su estructura y fisiología, a la piel 
humana 236, 237. 
 
                      
2. MODELOS DE RATÓN HUMANIZADOS EN PIEL 
Las tecnologías de animales transgénicos han proporcionado diferentes modelos 
animales que presentan fenotipos similares al SN. Así, se han desarrollado modelos 
murinos de SN deficientes en Spink5, por inactivación de Spink5 en mosaico, dobles KO de 
Spink5 y las principales Klks epidérmicas, y ratones transgénicos con sobreexpresión de 
KLK5 humana en la epidermis 95, 110, 170, 172, 238. Sin embargo, las diferencias existentes entre 
la piel de ratón y la humana, tanto a nivel anatómico como funcional, representan la mayor 
limitación de este tipo de modelos, a pesar de que constituyen herramientas importantes 
que ayudan a entender la base molecular de la patología. Además, parte de los estudios en 
los modelos de ratón podrían estar sesgados como consecuencia del fondo genético en el que 
están generados los distintos modelos. 
Por todo ello, la modelización de enfermedades cutáneas en un contexto humanizado, 
de forma que se reproduzca de forma fidedigna la enfermedad en humanos, es fundamental 
para adquirir un conocimiento profundo de los mecanismos moleculares implicados en la 
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patología, así como para el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos en estudios 
preclínicos in vivo.  
El modelo humanizado de xenotrasplante, consistente en el trasplante directo de 
biopsias completas de piel de pacientes a ratones inmunodeficientes, permite generar un 
modelo de enfermedad humana fidedigno y personalizado para cada paciente, y así evaluar 
la eficacia de una aproximación terapéutica a nivel individual.  Sin embargo, una de las 
principales desventajas asociadas a este modelo es la limitación existente, tanto a nivel 
ético como práctico, en la obtención de un número suficientemente elevado de biopsias 
procedentes de un mismo paciente para poder realizar estudios con valor estadístico. Esta 
limitación podría ser subsanada utilizando muestras procedentes de distintos pacientes, 
aunque en el caso de las enfermedades raras la escasa disponibilidad de muestras sigue 
siendo una limitación importante. Además, los estudios de eficacia llevados a cabo en estas 
condiciones podrían verse sesgados debido a las diferencias inter-individuales en la 
respuesta al tratamiento de cada paciente. 
En nuestro laboratorio hemos descrito previamente el modelo de ratón  humanizado 
en piel, basado en el trasplante de un equivalente cutáneo desarrollado mediante 
bioingeniería en el lomo de ratones inmunodeficientes 206, 207. Esta metodología permite la 
generación de un gran número de ratones injertados con un área significativa y homogénea 
de piel humana procedente de una sola biopsia, evitando los problemas antes mencionados 
derivados de la heterogeneidad y disponibilidad de biopsias de pacientes. Utilizando este 
modelo generado a partir de biopsias de donantes sanos, hemos demostrado que la piel 
humana regenerada mantiene todas las características de la piel humana nativa y es capaz 
de responder de forma efectiva a estímulos fisiológicos, como son la cicatrización o la 
radiación con luz UV 210, 211. Además, a partir de biopsias de pacientes y tomando como base 
este modelo, hemos logrado reproducir varios trastornos de piel hereditarios o 
genodermatosis, tales como Epidermolisis Bullosa 213, 214, 215, Xeroderma Pigmentoso 211 y 
Paquioniquia Congénita 216. Asimismo, también hemos conseguido modelizar otras 
enfermedades inflamatorias de piel de alta prevalencia como son la psoriasis y la dermatitis 
atópica, mediante la incorporación del componente inmune en las pieles humanas 
regeneradas 217, 218. 
 
2.1. Modelos de ratón humanizados en piel para el SN 
Estudios previos del laboratorio  demostraron  que la piel humana regenerada en 
ratones inmunodeficientes, tras el trasplante de una piel bioingenierizada conteniendo 
queratinocitos procedentes de un paciente de SN distinto al empleado en esta tesis (HKSN), 
presentaba un fenotipo epidérmico que reproducía las características principales de la  
enfermedad, como son la  hiperqueratosis, hiperplasia del epitelio sub-córneo (acantosis) y 
diverso grado de invaginaciones epidérmicas en la dermis (papilomatosis) 95,166. En 
pacientes de SN, se ha demostrado que la ausencia de LEKTI da como resultado el 
incremento de la actividad enzimática de tipo tripsina y quimotripsina en el SC, lo que 
conlleva un defecto severo de la barrera cutánea 43, 172, 239. El análisis del modelo 
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humanizado para el SN fue consistente con la presencia de niveles elevados de actividad 
tipo tripsina (KLK5) en el SC. 
Así, y como hemos mencionado anteriormente, utilizando este modelo se superan las 
limitaciones que presenta el modelo de xenotrasplante en cuanto a la obtención de biopsias 
procedentes de un mismo paciente para la generación de un número elevado de ratones. Sin 
embargo, los queratinocitos procedentes de la biopsia de este paciente mostraron, tras los 
sucesivos pases en cultivo, una reducción importante en su capacidad proliferativa, por lo 
que finalmente recurrimos a un protocolo de inmortalización mediante transducción 
retroviral con las proteínas E6 y E7 del virus del papiloma humano HPV-16. Este protocolo 
asegura una fuente ilimitada de células a partir de queratinocitos de un único paciente, las 
cuales pueden ser utilizadas para la generación tanto de los modelos organotípicos in vitro 
como para los modelos humanizados en piel in vivo. Sin embargo, los queratinocitos 
humanos así inmortalizados pueden mostrar características displásicas durante el proceso 
de diferenciación, por lo que los modelos generados a partir de dichas células deben ser 
caracterizados cuidadosamente, sobre todo en enfermedades con alteración del balance 
proliferación-diferenciación como el SN. 
Además de los potenciales problemas de senescencia celular, solventados mediante 
inmortalización, la disponibilidad de biopsias en las enfermedades raras de piel es muy 
limitada. Así pues, exploramos la posibilidad de obtener un modelo utilizando las 
herramientas moleculares de edición génica CRISPR/Cas9 para la eliminación funcional del 
gen SPINK5 en queratinocitos de donantes sanos. Este modelo establece una nueva 
estrategia factible para el estudio de los procesos moleculares y el fenotipo subyacente a la 
pérdida de expresión de LEKTI en el SN. Además, una importante ventaja adicional es la 
posibilidad de obtener muestras pareadas isogénicas (editadas y sin editar) que permiten el 
estudio de la pérdida de función de SPINK5 en un mismo fondo genético. Para esta 
aproximación utilizamos una metodología novedosa y altamente eficiente basada en el uso 
de electroporación del complejo ribonucleoproteína (RNP) que contiene las guías de ARN 
CRISPR y la proteína Cas9. Esta metodología que requiere de la reparación del ADN de 
tipo NHEJ (non-homologous end joining) fue previamente desarrollada en nuestro 
laboratorio para la corrección de mutaciones del gen COL7A1, responsable de la 
Epidermolisis Bullosa distrófica recesiva 240. 
Las mutaciones descritas hasta la fecha en SPINK5 como causantes del SN se 
localizan en su  mayoría entre los exones E1-8 y E21-26 157, 154. La mayoría introducen 
codones de terminación prematuros (PTCs) que generan variantes truncadas de LEKTI con 
distintas longitudes, dependiendo de la localización de las mutaciones 170. En una primera 
aproximación, para la generación del modelo humanizado de SN por edición génica, se 
utilizó una estrategia de eliminación selectiva del exón 1 de SPINK5, con objeto de obtener 
un sistema deficiente en la expresión de todos los dominios activos del inhibidor de 
proteasas LEKTI. 
El estudio histopatológico de muestras de piel obtenidas por este abordaje confirma 
que la disrupción de SPINK5 recapitula el desarrollo de las características clave del SN y 
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confirma que LEKTI tiene un papel crucial en la descamación epidérmica, la 
queratinización y la formación de la barrera cutánea. En este caso, el fenotipo pudo ser 
comparado con el obtenido en el modelo humanizado generado con células de paciente y con 
controles producidos con los mismos queratinocitos humanos sin editar, pudiendo así 
atribuir todas las características observadas en la piel humana regenerada únicamente a la 
ausencia de LEKTI. 
Este modelo abre el camino para la generación de modelos humanizados en piel de 
SN donde se reproduzcan los distintos genotipos descritos hasta la fecha en pacientes de 
SN, con el fin de recapitular en un contexto humanizado las relaciones fenotipo-genotipo 
que pueden, por ejemplo, ser atribuidos a la expresión residual de los distintos dominios de 
LEKTI. Por otra parte, la enorme eficiencia de abordaje CRISPR/Cas9 obtenida para 
SPINK5 podría utilizarse para otro tipo de enfermedades raras, donde la posibilidad de 
conseguir biopsias de paciente es casi nula. 
 
2.2. Modelos humanizados vs modelos murinos para el SN 
Una limitación intrínseca asociada a nuestros modelos humanizados en piel es la 
pérdida de poblaciones inmunes específicas de la piel humana tras el aislamiento y la 
expansión in vitro de los queratinocitos y fibroblastos. Esto pudimos corroborarlo 
previamente en el laboratorio, ya que el trasplante en ratones inmunodeficientes de una 
piel bioingenierizada generada a partir de muestras procedentes de placa psoriática daba 
como resultado una piel humana regenerada con fenotipo normal. Solo a través de la 
reintroducción en las pieles regeneradas de subpoblaciones de linfocitos Th1 junto con 
subpoblaciones o citoquinas del tipo Th17, se lograba reproducir un fenotipo psoriático en 
estas pieles 217. 
Los modelos murinos KO Spink5-/- 95, 170, 172, 238  y en concreto el modelo doble KO 
(Spink5-/- Par2-/-) 99, parecerían dar una explicación al hecho de por qué todos los pacientes 
de SN desarrollan manifestaciones alérgicas, las cuales se presentan sólo en un 37-50% de 
los pacientes con Ichtyosis vulgaris. Mediante estos modelos, se describió un mecanismo 
adicional al defecto primario en la función barrera en el SN, el cual parecía tener un papel 
clave en la polarización de la respuesta inmune hacia un fenotipo Th2. Este mecanismo 
consiste en la activación de la vía KLK5-PAR2-TSLP en el SN, que es capaz de inducir 
lesiones eccematosas con infiltrado dérmico de eosinófilos y mastocitos, así como una 
respuesta Th2 sistémica en ausencia de alérgeno exógeno.  
Sin embargo, en nuestro modelo humanizado en piel para el SN generado a partir de 
biopsias de pacientes, a pesar de reproducir gran parte de las características de la 
enfermedad en epidermis, incluyendo la sobreactivación de KLK5 y sobreexpresión de 
TSLP, no se observa el fenotipo inflamatorio dérmico característico con infiltrado de 
eosinófilos y mastocitos, como ocurre en las biopsias de piel de SN o en los modelos de ratón 
previamente mencionados. Así pues, el fenotipo dérmico observado en nuestro modelo 
humanizado en piel de SN revela que deben existir otros mecanismos adicionales a la 
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sobreactivación de la vía KLK5-PAR2-TSLP que promuevan la extravasación de eosinófilos 
y mastocitos en dermis. 
En este sentido, y de forma similar a lo demostrado previamente en psoriasis, donde 
la activación de las subpoblaciones de células Th17 residentes en piel juegan un papel 
fundamental para el desarrollo del fenotipo 241, podríamos especular sobre la necesidad de 
la presencia en los modelos de SN de subpoblaciones Th2 residentes en piel que se 
reactivasen tras la señalización mediada por el defecto en la función barrera. Como se ha 
explicado anteriormente, el aislamiento y expansión de los queratinocitos y fibroblastos en 
cultivo para generar las pieles bioingenierizadas que se trasplantan en nuestro modelo, 
impide la supervivencia de estas poblaciones linfocitarias en el cultivo. Sería de gran 
interés disponer de un modelo de xenotrasplante para el SN, donde el trasplante directo de 
biopsias de piel de paciente en el ratón inmunodeficiente aseguraría la presencia de estas 
poblaciones linfocitarias, como se describió en el modelo de psoriasis antes mencionado 241. 
Debido a que, a diferencia de la psoriasis, el SN es una enfermedad de baja prevalencia, la 
disponibilidad de muestras para llevar a cabo el modelo de xenotrasplante en un número 
significativo de animales supone una limitación insalvable. Otra alternativa interesante 
sería desarrollar un modelo de ratón humanizado tanto en piel como en sistema 
hematopoyético, con objeto de estudiar la contribución tanto de la vía intrínseca como 
extrínseca en las manifestaciones alérgicas cutáneas. 
De forma similar, en el modelo transgénico de KLK5 de Furio y cols. (Tg-KLK5) 110, 
se demuestra que la sobreexpresión de KLK5, incluso en presencia de LEKTI funcional, es 
capaz de desencadenar la respuesta inflamatoria no sólo cutánea sino también a nivel 
sistémico, donde la citoquina TSLP, a través de la activación de las células de Langerhans 
que migran a los nódulos linfáticos, es capaz de promover la diferenciación y expansión de 
células T del tipo Th0 a subpoblaciones de células Th2. También en este modelo se 
demuestra la presencia de niveles elevados en piel de las citoquinas IL17 e IL22, así como 
la presencia en nódulos linfáticos de las subpoblaciones de células T (Th17) que producen 
estas citoquinas. La citoquina IL22 está aumentada en los estadios crónicos de dermatitis 
atópica induciendo la hiperplasia epidérmica, por lo que en este modelo de ratón podría 
tener un papel crucial contribuyendo al fenotipo epidérmico.  
 
 
 
3. EVALUACIÓN DE LA CORRECCIÓN FENOTÍPICA EN 
LOS MODELOS HUMANIZADOS PARA EL SN 
3.1. Terapia de corrección con el vector lentiviral SPINK5  
Estudios previos de nuestro laboratorio, en colaboración con el grupo de la Dra. Di y 
el Dr. Qasim del Hospital Great Ormond de Londres, demuestran que la expresión de 
LEKTI se puede restaurar en el SN usando una terapia génica ex vivo empleando un vector 
lentiviral. La terapia génica, por lo tanto, podría proporcionar un tratamiento específico 
para pacientes de SN 242, 243. De hecho, entre los años 2014 y 2018, se llevó a cabo un ensayo 
de fase I para evaluar la viabilidad y seguridad de esta aproximación terapéutica en 
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pacientes de SN. Para ello se generaron láminas epidérmicas autólogas a partir de células 
madre queratinocíticas corregidas ex vivo mediante el vector lentiviral que contiene una 
secuencia para la expresión de LEKTI. Estas láminas fueron injertadas en pacientes de SN 
para evaluar la corrección a nivel local de la arquitectura de la piel y la disminución de la 
expresión de KLK5 dentro y fuera del área injertada gracias a la secreción de LEKTI 183. 
Los resultados de este estudio mostraron que el sistema de transducción de queratinocitos 
primarios y el injerto de una lámina epitelial autóloga modificada son seguros y factibles, 
conllevando una restauración transitoria de la expresión funcional de LEKTI con una 
posible corrección de la sobreexpresión de KLK5 dentro del injerto epitelial modificado 
genéticamente 184. 
Si bien las características del modelo HK∆SPINK5 hacían suponer que se 
comportaría de forma análoga a las células primarias de SN en cuanto a su respuesta a 
diversos abordajes terapéuticos, debíamos comprobarlo de manera fidedigna.  Así pues, 
aprovechando la experiencia de nuestro grupo en el campo de la terapia génica para 
diversas genodermatosis 166, 244, 245, y teniendo como base los resultados previos en el 
tratamiento del modelo humanizado generado a partir de queratinocitos de paciente de SN 
con el vector lentiviral mencionado 166, llevamos a cabo esta aproximación como 
herramienta para caracterizar la respuesta de nuestro sistema  HK∆SPINK5 a la 
reintroducción del gen sano.  
Como se observa en los resultados de esta memoria, la terapia de adición fue capaz 
de restablecer el patrón de expresión de LEKTI en epidermis, lo cual condujo a una 
restauración del fenotipo cutáneo con la concomitante normalización de la expresión de 
todos los marcadores analizados.  Habiendo demostrado que el sistema respondía de la 
forma esperada, tanto en el modelo de piel humanizada como en el cultivo organotípico, 
procedimos a su empleo para testar un inhibidor de proteasas.  
 
3.2. Terapia paliativa mediante tratamiento tópico con SFTI-I10H  
Recientemente se han descrito avances en el desarrollo de nuevas terapias 
farmacológicas basadas en el tratamiento tópico con  inhibidores de proteasas, sintetizados 
mediante la reproducción de compuestos de origen natural y que son diseñados con una 
potencia, selectividad e inmunogenicidad mejoradas 66. Las terapias basadas en estos 
compuestos, capaces de contrarrestar los efectos de la sobreactivación de las KLKs de forma 
eficiente, podrían suponer una alternativa real para estos pacientes, con una rápida 
traslación al ámbito clínico. De hecho, entre 2011 y 2014 se llevó a cabo un estudio de fase I 
que evaluó la seguridad, tolerabilidad y eficacia de la administración tópica múltiple del 
compuesto BPR277 como inhibidor de KLKs para el tratamiento de pacientes con 
dermatitis atópica y SN. Actualmente se encuentra en fase II y los resultados aún no han 
sido reportados 190. 
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En el presente trabajo de tesis doctoral, se ha evaluado el potencial terapéutico del 
compuesto SFTI-I10H, análogo sintético del inhibidor de tripsina del girasol SFTI-1, para la 
corrección fenotípica del SN, tanto en cultivos organotípicos de piel como en los modelos 
humanizados para el SN. Así, en su uso como tratamiento tópico, ha demostrado su 
potencial terapéutico al contrarrestar en gran medida las alteraciones características 
observadas en la epidermis como consecuencia de la sobreactivación de la proteasa. Estos 
resultados, aunque preliminares, demuestran el potencial terapéutico por vía tópica de los 
fármacos derivados del SFTI-1 para controlar la actividad de las proteasas cutáneas.  
Sin embargo, dado que la degradación excesiva de los corneodesmosomas en los 
pacientes de SN implica la actividad de otras proteasas además de KLK5, como son KLK7 y 
KLK14, la inhibición múltiple y simultánea de éstas podría suponer una ventaja adicional 
en la terapia del SN. Así, diversos estudios recientes centrados en el desarrollo de 
inhibidores selectivos de múltiples KLKs han abordado esta posibilidad, utilizando péptidos 
miméticos basados en isomannida 246 y derivados de 1,2,4-triazol 231, cumarina-3-
carboxilato 247 y benzoxazinona 185.  
A su vez, se ha desarrollado una variante mejorada del SFTI-I10H (Análogo 6) que 
muestra inhibición dual selectiva de KLK5 y KLK7 199, 248. Su efectividad biológica fue 
validada en cultivos organotípicos de piel generados con queratinocitos sanos, demostrando 
su capacidad inhibitoria y de penetración a través del córneo, proporcionando así un nuevo 
compuesto con potencial para mejorar de los resultados obtenidos con el SFTI-I10H, que 
podría ser testado en nuestros modelos de SN.  
A la hora de desarrollar un medicamento huérfano dirigido a tratar una enfermedad 
rara, las empresas farmacéuticas se enfrentan a dificultades relacionadas con la 
heterogeneidad de la enfermedad y la necesidad de realizar ensayos clínicos a partir de 
muestras pequeñas de pacientes. Todo ello eleva tanto la inversión necesaria para 
desarrollar un nuevo tratamiento como la incertidumbre asociada a su efectividad clínica. 
La aproximación terapéutica basada en el uso de inhibidores de proteasas podría ser 
empleada en el tratamiento de otros trastornos de piel más comunes que también implican 
hiperactividad de las KLKs epidérmicas, como son dermatitis atópica 249, 250, rosácea 251 y 
psoriasis 249.  El desarrollo de un fármaco efectivo para el tratamiento conjunto de una 
enfermedad rara (SN) y otras más prevalentes, supondría una importante reducción del 
impacto socioeconómico en el sistema sanitario, garantizando así el acceso de los pacientes 
de SN a dicho tratamiento. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 CONCLUSIONES 
 
“He aprendido que el mundo quiere vivir en la cima de la montaña,  
sin saber que la verdadera felicidad está en la forma de subir la escarpada”  
Gabriel García Márquez 
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1.- Los modelos in vivo e in vitro basados en el uso de queratinocitos ΔSPINK5, al 
igual que de queratinocitos de paciente de SN, reprodujeron fielmente las principales 
características histopatológicas de la enfermedad, en lo que respecta a la desorganización 
de la arquitectura epidérmica, el aumento de la actividad proteasa de las KLKs y la 
consecuente activación de la ruta pro-Th2. 
 
 
2.- La metodología de edición génica basada en el sistema CRISPR/Cas9 para la 
disrupción funcional de SPINK5 demostró ser altamente eficaz en queratinocitos primarios 
humanos, por lo que podría aplicarse con facilidad para la generación de nuevos modelos de 
estudio de otras genodermatosis. 
 
 
3.- La terapia génica ex vivo, mediante el uso de un vector lentiviral para la 
expresión de LEKTI demuestra ser una estrategia viable para la corrección fenotípica del 
SN in vivo e in vitro, y valida el modelo ΔSPINK5 para testar otras estrategias terapéuticas 
innovadoras. 
 
 
4.- La aplicación tópica del inhibidor de proteasas SFTI-I10H, tanto en los modelos 
in vivo como in vitro de SN, tiene como resultado la reversión de la actividad proteasa 
exacerbada en epidermis asociada a la patología. 
 
 
5.- Tanto los modelos de ratón humanizados en piel como los modelos de cultivos 
organotípicos para el SN, constituyen una herramienta preclínica de gran valor para 
profundizar en el estudio de los mecanismos patológicos, así como para evaluar nuevos 
abordajes terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad. 
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